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Le chitosan est un biopolymère naturel qui depuis quelques décennies 
suscite de nombreuses recherches. I I  présente en effet quelques propriétés fort 
intéressantes. du point de vue de sa biocompatibilité et de son comportement in situ. 
Parmi les nombreux articles scientifiques concernant ce polysaccharide. on retrouve 
aussi bien des articles concernant 1'Sveluation de ses propriétk que des articles plus 
axés sur des applications bien précises. 
Cette itude s'est plus part icuIii.rernçnt concentrée sur I'évduat ion de la 
biocompatibilité de différentes formulations brevetées 3 base de çhitosan et de P- 
$1 ycérop hosp hate développées par Bio S yntech Canada. Inc. Cette 6tude fait intervenir 
aussi bien des tests in vitro que des tests in d v o .  Ces tests font partie des tests 
précliniques pré-requis pour Iëvûluation de matinaux sur l'homme. Ces tests sont 
donc fondamentaux car ils permettent de mieux caractCriser les biogcls pour 
déterminer si  oui ou non. ils peuvent faire l'objet de tests plus spéci tiques i l'homme. 
Deux pararnthres ont été évalués en parallèle. le degré de disacitylntion des gels ainsi 
que la forme sous laquelle ils sont préparés. à savoir sous fomr injectable. gdifiée ou 
lyophilisée. 
Dans les Ctudes Ni vivo. nous avons essayé de caractériser la réaction 
engendrée par l'introduction de ce matériau in situ. Un modèle intramusculaire a &té 
choisi car il était plus approprié à l'implantation de matériaux gélifiés et lyophilisis. 
La réponse inflammatoire a été étudiée en fonction des différents paramètres que l'on 
a fait varier. Pour les réactions aiguë et chronique. nous avons Ctudié qualitativement 
les populations cellulaires présentes, ainsi que les éléments caracteristiques de la 
réaction inflammatoire, a savoir, la formation d'une capsule. l'apparition de vaisseaux 
sanguins néofonnés et la biodégradation du matériau. Les tests in vitro nous ont 
permis de mieux caractériser le comportement du matériau vis-à-vis d'une population 
cellulaire particulière. présente tout au long de la réaction de l'hôte. et au centre du 
processus inflammatoire. les macrophages. L'adhésion cellulaire a été étudiie sur des 
matrices de chitosan gélifiées. 
Une solut ion de B-glycérophosphate fut util isee afin de tamponner les solutions 
de chitosan à un pH autour de 7. Un test de libération de glycérophosphate nous a 
permis de montrer que les sels itudiés avaient une tendance i IibCrer la quasi-totaliti. 
de ce compost' chimique. relativement tôt après mise en contact avec un milieu 
biologique. Ceci nous permet de penser que les matériaux irnplantis in riw sont 
composés majoritairement de chitosan. Les tests d'adhésion ce1 lulaire in rirm se sont 
donc attachks. dans un premier temps. à laver correctement les matrices de chitosan 
gdifiées avant de mettre les crllules en contact avec les gels. 
Les ;tudes in rirw ont montré que le degré de déacétylation avait un rôle central 
dans l'intensité de Iû réaction. Un plus haut degré de déacitylation entraîne une 
réaction plus limitée. et une biodégradation retardée. La reconstruction tissulaire 
semble plus rapide tigalement pour un plus haut degré de déacktylation. Des 
polymorphonucléaires ainsi que des macrophages sont présents en surface des gels très 
tôt après I'impiantation. Plus tard. des lymphocytes et quelques cellules géantes sont 
parfois apparues en surface des gek. Les études ont igalemeni montré que les gels 
implantés sous forme lyophilisée présentaient une réaction retardée et moins intense 
que les autres formes. 
Le test d'adhésion cellulaire n'a pas pu montrer de différence significative 
d'adhtsion entre les deux gels de degré de déacétylation différent. Par contre. on a 
montré que les gels favorisaient l'adhésion cellulaire des macrophages étudies par 
rapport aux surface contrôles en ~ermanox'. 
Cette étude a donc permis de mieux caractériser les évènements intervenant lors 
de l'implantation de ce type 3c biomatériau à base de chitosan en milieu biologique. 
Elle a également permis de mettre en Cvidence qu'un gel sous forme lyophilisée 
présentait une réaction sensiblement moindre. I l  pourrait donc être intéressant 
d'étudier plus en details cette fomulation. sachant que plusieurs auteun L'utilisent 
dSj3 comme comblement osseux. ou comme matrices contenant des molécules 
thérapeutiques. 
ABSTRACT 
Chitosan is a naninl biopolymer which hns been widely studied durinç the last 
decades. Indeed. it presents some very interesting features concerning biocompatibility 
and its in sitic bchavior. Many recent articles deal with the çvaluation of chitosan 
chancteristics as well as with precise potential applications. 
This study focussed on the evaluation of biocompatibiiity of some pattemed 
chitosan biogels developped at Bio Syntech Canada. Inc. In ritro as well as in r i r w  
studies were performed. as they are part of preclinical tests required before any human 
rnperimentation consideration. As so. these tests are cssential brcause they give much 
information related to chitosan characteristics. in order to know whèther or not these 
materials can be part of a medical therapy. Two parameters were cvaluated in parsllel : 
the Jegree of deacrtylation and their physical state (injectable. grlled or freeze-dned). 
In the in vivo studies. the host reaction produced by the in  sirii introduction of 
chitosan materials was characterized. .An intrarnuscular mode1 was choseti. The 
inflammatory response was correiated to the different parameters tested. For acute and 
chronic responses. cell populations, capsule formation. presence of new l y formed 
blood vessels. and the biodepadation of the materials were qualitatively evaluated. 
The Ni vitro tests allowed us to characterize the behavior of macrophages in contact 
with chitosan. Macrophages are widely present during the inflammation and healing 
processes, and their adhesion ont0 chitosan materials was a key feature of 
inflammation initiation. Cell adhesion was assessed using gelled chitosan matrix for 
cell culture, 
In order to buffer the solution at a pH around 7, a P-glycerophosphate solution 
was used. A release test showed a tendancy of the gels to release most of P- 
glycerophosphate when in contact with a biological medium. This made us consider 
that. afler a short initial time period, implanted materials were mostly cornposed of 
chitosan with little glycerophosphate. A sufficient washing procedure was then 
developped in order to eliminate most of the P-glycrrophosphate before ce11 culture. 
In 1 9 i w  studies highlighted the central role played by the degree of deacetylation 
in the intensity of the host reaction. The higher the degrec of deacetylation. the lesser 
the reaction. and the lesser the degadation. Tissue reconstruction also seemed faster 
with a higher degrer of deacetylotion. Polymorphonuclear cells and macrophages can 
bc Found on the surface on the gels early after implantation. Later. lymphocytes and 
little giant cells can be detected on some gels. Freeze-dried gels presrnted a delayed 
and Iess intense reaction. 
No sipificant difference was detected between the gels with different degrees 
of deactetylation. as far as ceIl adhesion is concerned. On the other hand, this study 
showed thai chitosan gels could enhance macrophage adhesion onto chitosan surface. 
cornparcd with ~ e m a n o x  controls. 
In this study, the events occumng when Bio Syntech chitosan materials are 
implanted in sitir were also chancterized. Additionall y, freeze-dned gels showed a 
less intense reaction. It might then be interesting to study more in details this gel state. 
knowing that it has already been used by different authors for bone defect filling or 
drug delivery systems applications. 
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Chapitre 1 : Introduction 
1.1. Mise en contexte 
L3 chitine est un biopolymère que ['on retrouve comme constituant majeur de 
l'exosquelette de crustacées et d'invertébrés aquatiques (crabc. crevette. calmar. seiche. 
etc.) et de certains insectes. On la retrouve également dans la structure de certains 
champignons. Ce biopolymére était traditionellement utilisé en Orient dans le traitement 
des abrasions et brûlures. et en Amérique pour soigner les blessures a ! ' a m  blanche. 
Plus récemment. i l  f i t  introduit dans le domaine biomédical et son utilisation cst 
d'ores et dkjà bien connue, mais non plus sous sa forme naturelle. I I  peut Ctre dkaci-tylc 
par traitement chimique ou modifié par ajout de groupements chimiques pnrticulicrs qui 
lui conférent des propriétés spécifiques (acide carboxylique. acide glutamique. 
groupement carboxymcthyl. ou sulfate. etc...). li prend alors le nom de chitosan. Plus 
soluble dans I'eau que la chitine elle-méme. i l  convient mieux à un divelopemrnt 
industriel. Son utilisation touche des domaines aussi varios que l'industrie agro- 
alimentaire, Ir traitement des eaux. et I'industrie pharmaceutique. I I  est utilise comme 
anti-viral pour certains végétaux. comme additif pour Irs engrais liquides. entre dans la 
composition de pitrs à papier pour améliorer leurs proprié3s rni.caniques. comme agent 
facilitant la formation de films dans les cosmétiques et enfin comme agent hypolipidique 
dans les régimes arnincissants. 
Son principal intérêt réside dans ie fait que c'est un matériau naturel dont 
l'abondance réduit le coût de production. I l  est également reconnu pour sa non-toxicité et 
sa biodegradabilité. 
En tant que biomatériau, il a montre d'inttressantes propriétés 
immunostirnulatrices, et des activités anticoagulantes. büctiricides. et anti-fongiques. 
ainsi qu'une faible cytotoxicité"? Il stimule aussi Ics phénomknes intervenant dans la 
cicatrisation des plaies. Récemment des chercheurs se sont intéressés Q ses propriétés 
d'absorption et de relarguage contrôlé de substances médicamenteuses ou autres. 
Depuis plus de 20 ans, de nombreux articles ont été publiés sur ce polymère et ses 
applications potentiel les. ainsi que les modifications chimiques possibles. Bio S yntech 
Canada Inc a développé une methode de fabrication originale. brevetée. d'un gel à base 
de chitosan. dont le pH varie autour de 7.0. liquide a 4°C et qui gèle rapidement une fois 
mis j; 37OC "'. Ces propriétés particulikres trouvent des applications dans le domaine de 
I'ingtinierie tissulaire et des systcmes de libération contrôlée de médicaments ou de 
vaccins. 
L'objct de cette maitnse est d'évaluer les propriétés de biocompatibilité de gels ji 
base de chitosan. sous diffkrcntes formes. La premiire partie passera en revue \'&endut. 
des recherches concernant le chi tosan n tin de prisenter I 'intrrét du chi tosün cornnie 
biomateriau. La deuxième partie présentera les recherches effectuées lors de cette 
maîtrise. 
1.2. Revue des recherches récentes concernant le chitosan. 
I .Z.I. Composition 
La chitine est un poly- B( 1 +4)-N-acétyl-D-glucosamine (Fig. 1) Pendant le 
processus de désacétylation, le groupement acétyle est remplacé par une amine primaire. 
Ainsi, les caractéristiques finales du polymère dépendent fortement de son degré de 
désacétylation (dda) et du pH. dont sont fonction son degré de protonation. sa viscosité. 
ses propriétés d'adhésion et son poids moléculaire. L* introduct ion d'une amine primaire 
dans la structure permet des liaisons potentielles avec d'autres groupes fonctionnels. Le 
chitosan est reconnu pour sa faible irnrnunogénicité. en dépit du groupe aminé qu'il 
comporte. 
Fig. 1.1 : Structures comparées de Ir chitine, du chitosan et le la ce~lulose'~. 
La chitine un polymère qui a. comme la ceIluIose, une fonction de polysaccharide 
structural. Elle est en outre très similaire à ce polymère puisqu'elle n'en differe que par 
un groupe acétamide remplaçant un groupe hydroxyle en C-2 (Fig. 1.1 ). Comme la 
cellulose, il est très soluble et présente une faible réactivité chimique'"". 
Une des caractéristiques très attrayantes de la chitine est sa charge positive due à 
sa basicité. Cela la différencie des autres polymèïes naturels que I'on rencontre 
habituellement comme le dextnne. la cellulose. la pectine. l'alginate. I'agarose. et le 
carraghrnate. etc. qui sont soit neutres. soit acides. Cette caraciCnstique quasi unique lui 
confërr la propriété de se lier à des molécules anioniques. de chdater des ions 
métalliques. de former des films polpéres. et lui conRre également d'inttiressantes 
propriétés optiques. I I  est à noter que I'on retrouvera cette possibilitk d'intengir avec des 
molécules chargirs négativement (héparine. proteines. etc.) rissocike à dc nombreuses 
propriétés biologiques. comme par exemple ses propriktks anii-bacterisnnes ou sa facultC 
de crtkr un agregat tirythrocytaire. 
Enfin. i l  faut remarquer qu'il est 2galement possible d'envisager une liaison de Iû 
chitine et de ses derives a des molécules chargees positivement. En effet. les anions qui 
itablissent des interactions de types tikctrostatiqurs avec la surfrice du biopolymère 
créent. par ce fait. une nouvelle surfacc de recouvrement qui est alors chargke 
nkgativement. Ces anions. présents en grand nombre dans les milieux physiologiques. 
deviennent alors des contre-ions. qui offrent une portion de surface nigative. permettant 
de lier des molécules chargea positivement. Ces considérations seront reprises dans le 
détail lorsque I'on discutera des propriétés de surface du chitosan quant à l'adhésion 
cellulaire. Ceci constitue en effet une part importante des recherches effecuérs lors de 
cette maîtrise, notamment en ce qui concerne In partie in rirn). 
1.2.2. Propriétés 
1.2.2.1. Propriétés chimiques 
Le chitosan est insoluble dans les solutions alcalines et les solvants organiques, 
alors qu'il est soluble dans les solutions acides dont le pH est inférieur a 6. 11 a été montré 
qu'avec un degré de désacétylation de 50% ou plus. le polymiire pouvait rtre soluble dans 
l'eau. ce qui peut itre une propriété intéressante pour des applications où la présence 
d'acides est indésirable. comme dans les cosmétiques. le domaine midical ou dans 
l'agro-alimentaire. 
Le poids moléculaire de la chitine est habituellement supérieur à IO'. alors que les 
produits commerciaun dérivés du chitosan ont un poids moléculaire autour de IO' 3 
1.2.10'. Le poids moléculaire est souvent diterminé par viscosimétrir ou par 
chromatogpphie d'exclusion stérique. La viscosité du chitosan est fonction du dda. du 
poids moléculaire. de la concentration. du pH. de la force ionique et de la tempkrature. 
Elle diminue si le polymère est chauffé. mais il ne retrouve pas sa viscosité initiale en 
refroidissant. Ce n'est pas un processus réversible car i l  augmente I'dasticité des chaines. 
Le chitosan a igalemrnt des propriktés pro-coagulantes dues à la densite de 
groupes amines qui peuvent interagir avec les substances chargées négativement. comme 
les proteines. 
Le groupe -NH2 peut également agir comme donneur d'ilectrons. II  est ainsi 
supposé etre responsable des propriétés de chélation des ions mtitalliques. On considére 
génhlement que le groupe amine primaire est meilleur chélateur d'ions métalliques que 
le groupe acétyle. Cependant. les propriétés d'adsorption sur les proteines ne sont pas 
simplement fonction du dda. il depend aussi de la cristallinité. de l'affinité du polymère 
pour I'cau et de sa structure. Les propriétés d'adsorption peuvent etre augmentées par 
rkticulation ou complexation avec d'autres polymères comme le glucane. Le copolymtire 
çhitosan-glucane présente une grande affinité de liaison aux ions métalliques (Cr. Co. Ni. 
Cu. Pb. Cd. etc.) 
Le chitosan est reconnu pour sa capacité à pouvoir former des films. des fibres ou 
des microfibres'"' élastiques ayant une bonne résistance à la rupture. Enfin, le chitosan 
n'est pas un polymère inerte. il se degnde dans le temps. en fonction du dda et du milieu 
environnant. essentiellement par voie enzymatique. 
1.2.1.2. Modifications chimiques 
Le chitosan est souvent utilisé soit comme copolyrnbre. soit après avoir subi des 
modifications de structure chimique, par remplacement ou ajout de groupes fonctionnels. 
Par exemple. le N-carboxymethyl-chitosan est utilisé pour se lier ioniquement à d'autres 
moli.cu1es~ ' ". Le chitosan hydrophobe est utilisé pour remplacer les lipides ou pour 
former des structures lipidiques avec une faible cytotoxicité. Le chitosan cationique est 
utilisé pour se lier i I'ADN. comme système de libération contrôlé dans la thérapie 
ginique. Le tableau suivant rksume les principales applications du chitosan en fonction 
de ses modifications chimiques et de la forme sous laquelle il est utilisé (voir Mattioli- 
Belniontc M. rr d.. Carbohydntes in Europe. DCc. 1997. p:30-36.) 
Tableau 1.1 : Principales utilisations du chitosan et de ses dérivés. 
Forme Exemple d'application clinique 
Chitosan 
Fibres tissies Abcès. morsure. contusion. IacÇntion. gangrène. 
infection chirurgicale 
Eponge composite avec des Les mi-mes que plus haut. et également comblement 
rnatiriaux non tissés d'un défaut de peau. tumeur mammaire. stomatite 
Film 
Cornprimk et capsiiles 
Chitosan modifié 




Methylpyrrolidinonr chitosan Comblement osseux. implant demo-epidermal. 
( MPC) régénération du ménisque 
N-Carbox ybut yl chi tosan Régénération du ménisque 
Dicarboxymethyl chitosan Comblement osseux 
1.2.2.3. Propriétés biologiques. 
t -2.2.3.1. Formation d'un réseau structure 
Les cellules rni.scnchymateuscs crkent un réseau tridimensionnel bien structure cn 
présence de chitosan. Giniralement. i l  est non-différenciti. mais peut présenter des 
caractéristiques endothiliales"". 
1.2.1.3.2. Propriétks anti-intlammatoircs 
La chitine ciccdirc ici phasc prticocc de Iü ri .pmtion tissulaire. pendant laquelle le 
processus d'inflammation est accompagnt. d'une infiltration de cellules rnononuc1ki.e~ et 
de pol~morphonucliaires sans presenct. d'c ffcts secondaires comme une douleur ou une 
dévation de temperature. De nombreuses Ctudes histologiques irr ricw appuient le bit que 
les fibres de chitosan stimulent la migration de ces cellulcs (voir paragraphe suivant). 
1.2.2.3.3. Activation des macrophages et des cellules polymorphonuclCaires ( PklNs) 
II a ité montré que des macrophages obtenus à partir du piritoine d'animaux de 
laboratoire étaient activés par des derivis de la chitine. Par exemple. le chitosan a montré 
des propriétés anti-tumorales par activation de macrophages et production de cytokines. 
d'oxyde nitrique (NO) et d'enzymes relarguées dans le mi lieu environnant'"? I I  
potentialise la réponse immunologique en interagissant avec les cellules immunitaires. II 
a été suggéré que le chitosan interagissait avec les saccharides présents sur la membrane 
plasmique des macrophages. comme le fucose ou le mannose. ce qui induirait son 
interionsation dans le cytoplasme cellulaire. Des rtkepteurs spécifiques pour le mannose 
et la N-acétyglucosamine ont Cté identifiés à la surface des macrophages'? Le polymère 
est ensuite degadé par le lysozyme et la N-acétylglucosaminidase présents dans des 
vacuoles cytoplasmiques. On peut noter que des études ont montré le rde activateur des 
produits de dégradation du chitosan comme la N-acétylglucosamine et le D- 
G lucosamine'"'. El les ont montré que ce dernier ktai t principalement responsable de 
l'attraction chimiocinétique et chimiotactique. alors que la N-ac~tylglucosamine n'a 
qu'un effet chimiotactique sur les PMNs. Une autre étude s'est intrrressér à différents N- 
m i t y  lchito-oligosacchxide~~-ib' et a montré que l'attraction &ait une fonction croissante 
du poids moléculaire et dépendait de l'oligosaccharide attache au chitosan. 
Le chitosan induit kgalement une production d'oxyde nitrique (NO) par les 
macrophages. Le NO intervient ensuite dans de nombreux phinornt:nes lors de la ri.ponsc 
immunitaire. nu niveau physiologique ou pathologique. Certains travaux se sont attaches 
i montrer l'importance du NO dans la cytotoxiciti. des macrophaçcs'~". I l  I i t i -  montri- 
que la cytotoxicité tumorale des macrophages pouvait 2tre inhibee de façon dose- 
dependante par un inhibiteur de la synthèse de NO. la N"-monom~thyl-L-ûrginine""'. De 
plus. I'ûctivitc cytotoxique des macrophages etait directement corrG1C.e à l'induction de 
NO. Cependant. la sçcrétion de NO par les macrophages activés pourrait igrtlcrnent rivoir 
certains effets secondaires indésirables en terme de biocompatibiliti. Le XO pourrait 
amplifier la réaction inflammatoire en contribuant ii la destruction du polymkre et des 
tissus environnants. Cette amplification peut intervenir dans l'induction d'une rkaction 
inflammatoire chronique et retarder la réparation tissulaire. Une dude in r-iro récente 
renforce cette idée en identifiant par microscopie klectronique la prisence de nombreux 
leucocytes 14 jours après implantation, associée à une réparation tissulaire faible (peu de 
croissance fibroblastique et peu de déposition Le collagène)'"'. Les auteurs ont considéré 
que l'activation des macrophages pour synthétiser du NO était principalement due au N- 
acétylglucosarnine, et en moindre mesure au D-glucosamine. Ils proposent que la 
biocompatibilité du chitosan observée après 60 joue'"' pourrait être due a la dégradation 
totale du chitosan qui normaliserait les processus de cicatrisation à long terme. 
Enfin. une étude réalisée sur le chien a montré que le surnageant de PMNs 
cultivés en présence de chitine ou de chitosan était chimioattnctant pour les PMNs. et 
contenait suffisemment de LTB-I pour accélérer la migration cellulaire des PMNs in 
virnl( 2% . On sait de plus que la chitine et ses dérivés activent les fibroblastes 
indirectement pour qu'ils produisent I'IL-8"'. et que la N-acétylglucosamine et la D- 
glucosamine sont directement chimioattracteurs pour les PMNS"". Le chitosan et la 
chitine jouent également un rôle d'activateur du complément par la voie alterne"". En 
effet, la production de C3 et de C j  augmente en présence de chitosan principalement. et 
de chitine dans une moindre mesure. Ces anaphylatoxines jouent un rôle majeur dans les 
phénomènes inflammatoires puisqu'elles sont responsables du chimiotactisme. des 
phénomènes de douleur associCs. de I'aubgnentation de la permkabilité vasculaire. et de la 
lyse cellulaire. Par contre. la prtisence de chitine ou de chitosan n'est jamais 
accompaynk de phinomènes inflammatoires tels que fièvre. formation d'abcés ou 
tirythérne. II semble donc quc la chitine et ses dérivis. en paraIlde avec leur effets pro- 
inflammatoires. présenteraient des effets anti-inflammatoires qui miriteraient d'cire 
étudiés plus en ditail. Cette itude a enfin montré qu'il fallait utiliser chez Ir chien une 
dose 5 fois supkrieurr à celle administrkc chez 
6quivalente. Cette observation sous-entend que la 
espécr à I'autre. 
Ainsi. les propriétés d'immunoadjuvant et 
a souris pour obtenir une reponse 
sensibilité au chitosan varie d'une 
d'activateur cellulaire du chitosan 
initient le processus de défense de l'hôte. qui le protège contre une infection microbienne 
ou contre la formation de noyaux tumoraux. Le degré de désacétylation du chitosan 
apparaît un facteur clé dans l'intensité de la réaction immunitaire qu'il engendre chez 
l'hôte. 
1.2.2.3.4. Production de cytokines 
De nombreux articles ont été consacrés à l'étude de la production de cytokines par 
des macrophages de péritoine de rats activés par des dérivés du chitosan. On a observé 
que l'exsudat pris dans la zone d'implantation de la chitine présentait une augmentation 
de la quantité d'interleukine 1 (IL-1) et de TNF-a par rapport aux contrôles"'. Ceci a une 
importance si l'on se souvient que ces cytokines. comme le FGF (Fihrohfust Growrh 
Fuctor) accélèrent le processus de granulation. 
Les dérivés de la chitine accélérent indirectement la croissance de fibroblastes 
L929 en formant un complexe avec l'héparine qui. outre ses fonctions d'anticoagulant et 
de facteur angiogène. stabilise le FGF'? Les auteurs suggèrent que l'accéléntion des 
phénomènes de riparation tissulaire observés pourraient etre dus aux propriétés de 
l'héparine liée aux derivis de la chitine. De même. cette étude a montré que la chitine et 
ses dérivés ne stimulaient pas directement la production d'IL- l. IL-6 et de TNF-a par les 
fibroblastes. I I  semblerait que l'activation indirecte des fibroblastes par la formation du 
complexe chitine (ou dérivé)-héparine entraine un relarguage d'IL-8 par les fibroblastes. 
IL-S est connu pour Ctre un facteur chimioattracteur pour les PMNs et les cellules 
endothéliales. I I  est également angiogknr'? La prisencc de PMNs ainsi que I'activation 
des fibroblastes par IL-8 entrainent une production indirecte d'IL- 1. IL-6 et de TNF-a 
par les fibroblastes et les PMNS? 
1 2.2.3.5. Angiogénese. 
L'i.volution de lésions comblées par de la chitine ont étk suivies dans le temps'". 
". Un examen morphologique du site de lésion a montre une vascularisation accélérée 
lors du processus de réparation tissulaire. Le tissu de granulation nouvellement formé 
présente de nombreux vaisseaux. ce qui ne sr retrouve pas dans les essais témoins. 
D'autres auteurs semblent admettre également cette propriété comme étant bine établie 
pour la chitine et ses dérivés"'" 
1 -2.2.3.6, Cicatrices. 
La formation de cicatrices est fortement corrélée à l'équilibre entre le catabolisme 
et la synthèse continue de collagène. C'est un point critique de la réparation tissulaire, qui 
vise à minimiser les traces d'opération ou de blessure. L'activation in v i w  des 
fibroblastes par le chitosan a été rapportée, panllclement à une réduction de la taille de la 
cicatrice'? Plusieurs articles rapportent une augmentation de la force de tension mesurée 
sur la plaie''". Elle semble indépendante de la production de collagime. ce qui sous-entend 
qui: la N-acetylglucosamine pourrait servir de substrat incorpore dans les tissus de 
réparation. sans Gtre associée a une réaction inflammatoire excessive. Cependant. la 
présence d'histiocytes a ité observee au site d'injection du chitosan. ciccompagnee d'une 
augmentation de la production de fines fibres de collagène. Elle poumit itre induite par 
le chitosan. entrainant ainsi la production Je collagéne par les fibroblastes. En revanche. 
(J..iX) des fibres de colla~ènr Çpaissrs et peu d'histiocytes sont rapportés dans les contrôles . 
1.2.2.3.7. Granulation 
La chitine induit la formation de tissu de granulation sain d2s les premiers stades 
de la réparation tissulaire. bien que le mCcanisme associe i ce phénomkne ne soit pas 
encore totalement ducidé. Ce type de tissu de ganulation se développe gkntiralement en 
i'abscencr de corps &ranger (bactérie. débris, etc). Le chitosan semble induire une 
granulation plus developpér que la chitine'? 
1.2.2.3.8. ~~iderrnisation et kéntinisation 
Les preuves expérimentales abondent pour montrer que la chitine active Ia 
production de kératine par les kératinocytes. permettant ainsi une régénération rapide de 
la peau lésée. Par exemple. dans le traitement des grands brulés. la chitine intervient pour 
soulager le patient de la douleur, et favorise une bonne épidermisation sans laisser de 
gosse cicatrice et sans perturbation fonctionelle. Dans le traitement de maladies 
purulentes des doigts. une ré-épithélialisûtion rapide est observée avec un temps de 
convalescence minimal, et sans recours aux antibiotiques"". 
1.2.2.3.9. Activités imrnunologiques et antibactene~es 
Les dérivés modifiés de In chitine, incluant le chitosan. la carboxymethylchitine. 
ont montré des activités immunologiques intéressantes. Alors qu'une poudre de chitine. 
de chitosan ou de carapace de crabe sont sans effet. une solution de chitosan dissous dans 
un acide inhibe la prolifération de souches bactériennes'"' et de champignons"". II  a étS 
proposé que le groupement cationique aminé du chitosan pourrait se combiner aux 
groupes char& negaiivement présents dans la membrane cellulaire de ces organismes. 
commr l'acide N-acétylmuramiquc ou l'acide N-acétylneuraminique. Ceci aurait pour 
çonsiqucnce de modifier les &changes avec Ir milieu et deernpC.cher leur croissance'"? 
D'autre pan. le chitosan peut chélater les ions métalliques nécessaires aux enzymes et 
ainsi les inactiver. 
1.2.1.3.10. Dégradation 
La chitine. I t :  chitosan ainsi que certains dérivés de la chitine comme la N- 
carboxqmrth yibutylchitine ou la 5-méthylpyrrolidinone (MPC) sont sensibles aux 
l ysozyrnes"'". La N-acétyIglucoasaminase et certaines lipases agissent également sur le 
chitosan et la chitine"". La diminution de viscosité associée à la dégradation du polymère 
est une fonction linéaire de la température et est indépendante de la concentration initiale 
du substrat. Par contre. certains analogues synthétiques de la chitine, comme 
I 'acétamidodéox ycellulose, et I'aminodéoxycellulose ne sont pas sensibles aux 
lysozymes et aux chitinases. Le degré d'organisation du polymère est un autre facteur 
intervenant dans sa susceptibilité a la dégradation par les lysozymes. Un polymère 
cristallin sen moins sensible à I'enzyme qu'un polymère plus amorphe. 
La dégradation du chitosan par cette batterie d'enzymes libère des 
chitooligomkres pouvant activer directement les macrophages et indirectement les 
fibroblaste&" dans leurs fonctions. comme nous l'avons vu plus haut. Monomères et 
oligomcres sont également disponibles pour être integrés dans les composants de la 
matrice ex tracellulaire, aidant ainsi i la reconstruction des tissus. 
1.2.2.3.1 1 .  Liaison cellulaire 
Le chitosan se lie facilement i de nombreux types cellulaires (cellules 
mammi ares. microbes. etc.). Cette propriété est associée à des propriétés hémostatiques. 
bacti.riostatiques. spemiicides et anti-tumorales. Dans les années 50. les possibilités 
d'intmctions des polycations avec les membranes cellulaires ont hté décrit 
abondemment' "'. principrilemcnt avec les globules rouges. De nombreuses dudes 
diniontrent quc ces matcriaun entrainent une agglutination des globules rouges, ce qui 
rxpl iqiie I'açt iv iiti hhostiit iqur du chitosan' "'. Elle est indipendante des riaciions 
inteneenant dans la forniation d'un caillot sanguin. Le résultat est un enchevêtrement de 
cellules dans un réseau de chaines de polymère interreliées. Cette activité dépend 
igalement du poids moliculaire du polymère. En effet. un polymère de faible poids 
moli.culaire est incapable d'entraîner la formation d'un agrégat érythrocytaire. 
I I  est bien connu que la force de ripulsion naturelle des globules rouges entre eux 
est like i la charge nette nkgative de leur membrane cellulaire. due à la présence d'acide 
neuraminiqiit: sur la surface. Un traitement de la surface des globules rouges par des 
neurnminidases enikve ces résidus membransires et rend la surface neutre et insensible a 
la présence de chitosan. I l  a kté montré que le chitosan intengissait avec les globules 
rouges par I 'intermédiaire de ces résidus négativement chargés" ". 
1 2.2.3.12. Propriétés ostéoinductrices 
Une Aude récente a évalué la réparation de défauts osseux pratiqués chez le lapin 
au niveau du tibia. et comblés par du MPC lyophilise"". L'observation histologique à 60 
15 
jours a identifié la présence de tissus osseux néoformés plus abondants que dans les 
contrôles. La nature cationique du chitosan et sa faculté à lier les anions, comme les ions 
phosphates. semblent avoir favorisé la minéralisation. Les précurseurs des ostéoblastes, 
peut être stimulés par les facteurs de croissance emprisonnés dans le réseau matriciel. ont 
donné naissance a des tissus minéralisés de type osseux. La présence de chitosan double 
quasiment la quantiti. de colonies de cellules osseuses formées. et favorise la 
différenciation des cellules ostcoprogcnitrices. aidarit ainsi à la formation de nouveau 
i n.ox i tissu osseux . Des expériences in rirw encourageantes ont tenté de coupler un dérivé 
du chitosan avec la BhlP (Borie ~Cl~~rplzogenic Protein). qui joue un  rôle important dans 
les phinomhm de rstnodellage des os et du cafiillage'"."" . Les résuItats obtenus 
sou1 ignent I'intérét d'une approche biochimique pour la correction thérapeutique des 
pathologies riniciilairc.~. dont I'ostioporosc. est un des exemples les plus representatifs. 
1 J.3.  Applications 
1.2.3.1 Gknit. tissulaire 
1.2.3.1.1. Rtiparation iissulnin 
La réparation tissulaire consiste en une série de processus biophysiques 
complexes ri&g.ilis par diffiirrnts faxeurs humoraux et mkdiatrurs anti-inflammatoires. 
Dans le cas de la réginiration de la peau. l'ensemble de ces processus aboutissent à la 
reconstruction des tissus cutanés ei sous-cutanis. garantissant une protection naturelle 
contre les facteurs externes. autant physiques (rayonnements. etc.) que biologiques 
(infection. etc.) Les facteurs de régulation incluent des facteurs immunologiques dont 
l'action peut-Ptre décisive. notamment Ion des phases précoces de l'inflammation. 
Brièvement. la suite d'événements qui a lieu peut se résumer en trois phases de la 
manière suivante : dans un premier temps. des cellules inflammatoires venant des tissus 
environnants affluent vers le site de la lésion. I l  s'agit principalement de PMNs et de 
panulocytes-macrophages. Puis les fibrocytes amvent sur le site de la lésion par 
attraction chimiotactique, où ils prolifërent et se différencient. Ils produisent la matrice 
extracellulaire. principalement constituée de collagène, de protéoglycanes et d'klastine. 
participant ainsi a la mise en place d'un nouveau tissu conjonctif qui procurent une force 
de tension nécessaire à la nouvelle peau. Simultanément, de nombreux capillaires 
sanguins et lymphatiques se constituent. Ils approvisionnent le site de lésion en 
nutriments. en cellules et en oxygène. Ce phinomene est connu sous Ir nom 
d'angiogknese. Des cellules épithéliales commencent à combler l'espace entre la croûte et 
les tissus néoformés. Dans la troisième et dernière pliase. le nouvel épithélium se forme et 
redonne à la peau sa fonctionna1 ité. 
Les patients soÿffrant d'une perte abondante de peau ont besoin d'une protection 
provisoire contre le milieu exttirieur r t  ses aggressions 6vsntucllc.s. Ils ont &a lement 
besoin d'une bamkre contre Ics pertes d'eau abondantes lors d'une brûlure. Le chitosan a 
ité proposé comme inhibiteur de tïbroplasir et comme xtivatrur de croissance cellulaire 
pour aider i la reconstruction t i s ~ u l a i r e ' ~ ~ ~ ~  :3.401 . Le British Textile Technology Group a 
breveté une procédure de fabrication de tibrcs i base de chitine provenant de 
champignons. dont la structure est radicalement diffkente des fibres habituelles. obtenues 
3 partir de chitine de crustacérs. Elles sont plus ramifiees et ont une structure plus 
irrégulière""'. Elles sont Cgalement plus cassantes et doivent Arc: associées a des 
plastifiants. En gentiral. les dkrivés dc la chitine itudii.s accéliirent les processus de 
réparation tissulaire et laissent une cicatrice plus estompie. moins visible. Le c hitosan 
assure une néovascularisation suffisante et un apport en chitooligomires continu qui 
stimule la déposition. l'assemblage et l'orientation correcte des fibrilles de collagène 
incorporées dans la matrice intracellulaire. Ces chitooligomt;res sont relarçués par 
l'action hydrolytique de la N-acetyl-p-D- glucosminidase et du lysoz~me'"". I l  a été 
montré que le chitosan activait la production d'interleukine I par les macrophages. Cette 
cytokine a un rôle de facteur de croissance pour les fibroblastes. et parallèlement, elle 
entraîne leur maturation pour qu'ils produisent du collagène. De plus. le chitosan ri ses 
dérivés carboxylés ont montré des propriétés immunologiques et anti-bactériennes en 
milieu acide. ce qui contribue à la protection des tissus pendant la reconstniction de la 
peau lésée. 
Des patients opérés pour chirurgie plastique ont été traités par du MPC mis 
directement au contact des plaies. La zone de contact présentait toutes les caractéristiques 
requises pour une bonne protection contre les infections. De plus. on observe une bonne 
organisation histoarchitecturale. une meilleure vascularisation et une absence de cellules 
intlammatoires au niveau dermique. par rapport aux contrôles'"'. 
Un exemple type de peau artificielle constituée de chitosan complexée avec des 
fibres de collagkne de type 1 a I I I .  ainsi qu'avec de la chondroitinr: 4- et 6-sulfate a ité 
kvalu6 (collagène : 72%. chondroitine sulfate :20°h. aminogl ycanes :8°/~)'4'. La 
réticdation entre le groupement amine primaire du chitosan et le groupe sulfate semblait 
essentiel au complexe pour çonfirer de bonnes canctkristiques mi.caniques et rendre la 
membrane insoluble. Sur la face "dermale", des tibroblastes etaient inclus. et des 
kératinocytes h i en t  présents sur la face "ipidennale". Ces derniers furent exposés à I 'air 
avant leur utilisation. ce qui a induit la différentiation des couches superticieiles. qui 
développa une peau protectrice contenant les diverses couches d'une peau normale. 
notamment la stratum comrum. Diverses protéines furent exprimas ( filagine. kérat inr. 
etc.) et une stnicture similaire à la membrane basale se constitua. Le chitosan joua Ir rde 
de bamère protectrice pendant que la peau se constituait. tout en augmentant la 
production de collagkne et de facteurs de riglation par les fibroblastes. et en permettant 
une bonne adhésion de la membrane sur la plaie. I I  permit en outre la revascularisation de 
la zone lésée et sa colonisation par les fibroblastes. Le rksultat fut la formation d'une 
matrice organisée présentant un tissu de granulation limité et une cicatrice plus dastique 
et moins fibreuse. ayant retrouvé une perméabilité plus normale et dont l'aspect tinal etait 
plus esthétique. 
1.2.3.1.2. Réparation du ménisque 
La réparation du ménisque est en général assez difficile. Une étude a montré que 
le chitosan etait bien toléré au niveau de la synovie articulaire? Les processus de 
régénération ont été favorisés et accélérés. alors que cette repantion est quasiment 
inexistante spontanément. L'action angiogene du chitosan a été proposée pour aider à 
I'appon de nutriments et de facteurs humoraux nécessaires à la régénénération tissu~aire'~'. 
Des incisions radiales ont été faites au niveau du ménisque interne chez le lapin et traitées 
par une solution de MPC. Quarante cinq jours après l'opération. des éléments 
caractéristiques de la réparation tissulaire ont pu être observés. à savoir. la présence de 
microvaisseaux et la formation de faisceaux de collagène en direction du tissu 
cartilagineux constitutif du ménisque. 
1 2.3.1.3. Reg6nt;ration du tissu osseux (12-14) 
Des itudrs in r i i w  faites chez le lapin et le mouton ont montré que le chitosan 
( 2J.H 1 modifié. i savoir le MPC. favorisait la rkginkrescence du tissu osseux . Chez 
l'homme. les plaies laissées par l'opération chirurgicale des dents de sagesse ont itti 
traitées par du MPC lyophilisé sous forme doéponge'". L'observation radiologique des 
plaies et les biopsies faites présentaient une croissance des tissus osseux. comblant les 
espaces vides laissçs par l'opération. et conGrant ainsi les propriétés mécaniques et 
physiologiques requises pour une bonne cicatrisation. 
Le MPC a également étC utilisé avec succès pour le traitement des apicectomies 
chez l'homme. sans qu'aucune complication ultérieure ne soit rapportée après trois 
années de suivi midical'? 
Enfin. les propriétés du chitosan comme ostéoind~cteur'~" ont été associées à 
celles décrites dans le domaine des systèmes de libération contrôlée. Le chitosan a eté 
couplé 6 une protéine favorisant la formation osseuse, la BMP (Bonr hhrphogenic 
Protein). Sa biodégradation a entraîné une libération continue de la protéine. favorisant la 
formation de tissu osseux' ' ' '. 
Le MPC apparaît donc comme un bon biopolyrnere pour aider i la réparation des 
tissus osseux consécutivement à une chirurgie osseuse et pour le comblement des 
fnctures osseuses. Ces résultats confirment Cgalement I'interêt d'une thérapeutique de 
type biochimique dans le traitement des pathologies osseuses chez les personnes agées. 
1.2.3.1 .a. Matrice pour I'cncapsulation de cellules 
L'encapsulation de cellules est un domaine en plein essor dans le génie tissulaire 
pour le développement d'organes artificiels. De nombreux complexes polp2res sont 
rvalués pour maintenir des cellules viables et fonctionelles en cuiture. avec une faible 
cytotoxicité a la fois pour les cellules encapsulees et pour les tissus oii sont imp1antt.r~ les 
xénogreffes. Des microcapsules d'alginate couplies a la poly-L-lysine ont ité traiters 
avec un mClange de chitosan et de glutaraldihyde comme agent rtiticulant. ce qui a 
amélioré leur stabilité mécanique tout en leur conservant une bonne prrméabili té' ' ". De 
plus. I'u!ilisiition de Polyethylènegl ycol pour enrober les microcapsules permet de réduire 
l'adsorption de protéines sur la surface des microcapsules et I'adhésion cellulaire. 
limitant ainsi les phénomènes thromboghiques et inflammatoires. 
Une autre étude s'est inttiressée au rôle d'adjuvant joué par Ir: chitosan dans la 
préparation de matrice d'alginate pour I'encapsulation de cellulrs"". Les auteurs ont 
montré que le chitosan aidait 3 l'immobilisation des cellules adhérentes à l'intérieur du 
complexe polymère. II améliore également sensiblement la viabilité des cellules 
encapsulées. 
1.2.3.2. Systèmes de libération contrdée 
Le chitosan est sensible à plusieurs enzymes'"'. il est donc biodegradable. De 
plus, il présente des propriétés anti-ulcère et anti-acide, ce qui en fait un candidat 
potentiel pour les systèmes de libération contrôlée de médicaments ou pour d'autres types 
de molécules (protéines, ADN. etc.), notamment par voie orale. L'éficacité du système 
dépend du médicament contenu dans la matrice de chitosan. de la masse moléculaire du 
chitosan. du pH, et de l'agent réticu~ant'."'<~'. En particulier. un haut degré de réticuiation 
entraîne une diminution de perméabilité et ralentit la libération de l'agent thhprutiquc. 
Diverses molécules ont été incorporées dans des microsphères de chitosan pour 
étudier leur cinétique de libération. tels l'albumine sérique bovine et le toxoïdr de la 
diphtene (DT)'? Jameela et ul ont étudié la biocornpatibilité in i iw de rnicrosphéres de 
chitosan chargées de DT. Ils ont observé qu'elles engendraient une faible production 
d'anticorps sur 5 mois. et que le taux de relarguage. après un pic initial. suivait une 
cinétique d'ordre 1 .  Le pic initial a pu étre contrôk par enrobage des microsphères par 
une couche d'huile de paraffine ou de poly(acide-L-lactique). Un point important est que 
Ics microsphires n'itaient pas degrridées en totalitk apr& six mois d'implantation. Le 
chitosan est par conséquent un bon candidat pour les systèmes dr libération contrôlke 
agissant sur une longue piriode. De plus. des bisphosphonatrs incorporks ii des 
microsphtres ont Cté implantées dans le muscle tibialis chez le rat présentant des 
conditions pathologiques de destruction osseuse'? Lr: relarguage de mPdicamrnts 
agissant contre la calcification et la résorption osseuse ont effectivcrnent inhibC la 
calcification des bioprothkses implantées. 
L'administration orale de médicaments est sans doute la voie non-invasive la plus 
commune et la plus pratique. particuliitrement pour le traitement de pathologies 
chroniques. Cependant. la densité de I'tpithilium gastrointestinal et la présence de 
protéases dans le tractus gastrointesiinal constituent les bûméres principales i l'efficacité 
de plusieurs mkdicaments. C'est pourquoi de nombreuses stratégies ont été proposées 
pour contrecarrer ces difficultés. Le chitosan a. par exemple. été étudié comme système 
de libération en raison de sa sensibilité au pH. II  faut rappeler que le pH intestinal est 
voisin de 5-6, alors que le pH buccal. est proche de 7. Remufiàn-Lopez et ul rapportent 
l'utilisation du chitosan pour deux systèmes de libération contrôlée microparticulaires'"j'. 
Dans le premier cas, de I'amoxycilline est incorporée à des microparticules de chitosan et 
délivrée au niveau de la cavité gastrique. Les auteurs proposent que les particules 
adhèrent à la paroi stomacale et aident au traitement des ulcères gastriques causés par 
I 'hrlicohucter p ~ l o r i .  Dans le deuxième cas. du sodium de diclofénac. anti-inflammatoire 
reconnu. est incorporé dans des particules de chitosan et enrobé dans un polymère 
acrylique entérique. Les études in vivo ont montré que la cinétique de libération est 
fonction du pH. Selon les auteurs. les particules passent la barrière stomacale sans ètre 
degradées du fait de l'enrobage par des polymères acryliques. Ils se dissolvent une fois 
l'intestin atteint a les microparticules de chitosan adhèrent à la muqueuse ou le 
mkdicament est libéri. Le chitosan est connu pour ses bonnes proprietés d'adhésion à la 
paroi muqueuse. et ceci est d'autant plus vrai pour les polyrnéres de haute masse 
moléculaire. 
Takeushi id  ont combiné les propriétés mucoadhésives du chitosan aux 
propriitks dc libkration contrôlk des liposomes'u'. Des liposomes contenant de l'insuline 
ont kte  snroks de chitosan pour augmenter l'absorption entt.rale de I'insuline. La 
rnucoadhi.sion a i t t -  tC.stkr i,r r h ) .  et des particules ont Cté administrées oralement in vivo 
chez le nt a l'aide d'un tube intragastrique afin de tester l'absorption. Un lien a ité ktabli 
entre la concentration en chitosan de l'enrobage et la mucoadhision. à savoir une 
meilleure adhkion pour les concentrations ilcvées. Dans ce cas. l'absorption de 
l'insuline a i t i  amdiorle. 
Le chitosiin a i.galemrnt kte utilisé comme excipient pour aider a la dissolution de 
drogues peu solubies et pour favoriser une libération ~ontinue'"~'. Des films de chitosan- 
glutamate ont servi i enrober des comprimés utilisés dans la libération contrôlke de 
médicaments pour amel iorer les caractéristiques de libération. Les tests in ïiim ont 
montre de bonnes propriitis de gonflages et un bonne perméabilité. dépendant fortement 
du pH et de la concentration de l'agent réticulant. Ces études montrent I'interêt de ce 
polysaccharide comme film d'enrobage fonctionnel dans le domaine pharmaceutique. 
L'indométhacine est un anti-inflammatoire qui inhibe la cycloox.ygtinase, 
impliquée dans la synthése des prostaglandines. Des granules à libération retardée ont été 
préparés à partir de chitosan de 3800kDA. La drogue et le chitosan forment un complexe 
soluble dont la stabilité est due aux forces ioniques et aux interactions hydrophobes0? 
L'absorption par la muqueuse orale était supérieure quand le médicament était associe au 
chitosan. La libération retardés est due aux interactions entre le chitosan et la mucine, 
composant le mucus. qui ralentit le transit dans l'intestin. Rappelons que la N- 
ûcétylglucosarnine est elle-même anti-inflammatoire, comme on l'a vu plus haut. Elle est 
synthétisée 1 partir du glucose et est incorporée dans les glycoprotéines et les 
elucosaminoglycanes. Elle a été administrée chez l'humain par voie orale. intraveineuse - 
et intramusculaire pour des ktudes pharmacocinktiques. II s'est avéré qu'elle pouvait 
diffuser rapidement dans la plupart des tissus et des organes pour s'accumuler dans les 
tissus et les os. 
Des microsphCres priparces à partir de chitosan réticulé et enrobées d'une couche 
de lipides (dipülrnitoyl-phosphatidylcholine) ou de polysaccharides anioniques 
(carboxymtitliy lchitinc) ont PtC titilisCes pour li  bCrer une émulsion de 5-fluorouracil ( 5 -  
FU)'"? Les résultats de l'Aude de libiration du mi-dicament dans une solution saline a 
37°C montrent que la couche de lipides. et dans une moindre mesure. celle de 
polysacchriridcs. retrirdcnt 13 libiration du 5-FU. 
On connaît 1 'interet des nanoparticules hydrophiles dans l'administration de 
moléciilrs thCrapeutiques. Calvo et i d  proposent une nouvelle méthode de préparation de 
nanoparticules par ydation 5 partir de chitosan et de poly(oxyde d'ethyléne)? Un test 
de libtiration d'albumine drique a montré une bonne encapsulation de protéines et une 
l i  beration continue sur une semaine. 
La thirapie @nique est un domaine en pieine expansion depuis quelques années. 
L i  encore. la matrice d'enrobage de l'ADN est un élément clé pour l'obtention d'un 
systkme efficace. De nombreux systkmes non-viraux ont été proposés comme solution 
alternative aux vecteurs d'origine virale. Ces derniers sont en effet peu sûrs en ce qui 
concerne leur potentiel immunogkne et leur stabilité. et ils sont de surcroît disponibles en 
trop faible quantité. Divers complexes lipidiques, protéiques ou polymères ont été testés 
pour diverses approches : certains systèmes dirigent la molécule d'ADN vers un 
récepteur membranaire en surface de la cellule. D'autres la font pénétrer dans la cellule et 
la dirigent vers le cytoplasme et sa chaîne enzymatique. ou vers le noyau. L'ADN étant 
chargée négativement, le chitosan semble être un bon candidat pour former avec elle un 
complexe stable par interactions ioniques. Des études rapportent de bons résultats comme 
transporteur d'ADN via reconnaissance par un récepteur membrînaire et endocytose. Le 
chitosan a également montré une faible cytotoxicité "". 
Une autre étude rapporte les résultats d'un couplage entre un chitosan modifié lié 
3 l'acide désoxycholique. donc rendu plus hydrophobe. et un Ce complexe 
forme des aggrtigats qui assurent une libération contrdie du plasmide et une meilleure 
tnnsfection des cellules hôtes par rapport à l'injection d'ADN seul. L'intérêt d'utiliser le 
chitosan dans ce cas rkside principalement dans sa biodégradabilité et sa faible 
cytotoxicitk 
I I  est reconnu que Ir chitosan a des propriitis fongicides et fongistatiqucs. De 
plus. le chitosan est Ir: seul po1yrni.r~ à devenir solide ou à augnenter en viscositi quand 
il  est neutralist: en milieu acide. II  est utilise comme adjuvant pour des crkmes. des 
lotions. et dans certains vernis i ongles"? 
La N-actitylglucosamintt que l'on retrouve Jans le lait d'origine humaine aide à la 
croissance des bactéries bifidus qui. d'une part. inhibent la croissance d'autres bactéries, 
et d'autre part synthétisent la lactase dont l'enfant a besoin pour mAaboliser Ir lactose. 
Le lait de vache contient peu de N-acétylglucosamine. ce qui explique les indigestions 
rencontrées chez certains enfant nourris au lait de vache. Cette intolérance au lactose se 
retrouve également chez certaines personnes agees. Des études chez l'animal ont montré 
qu'un supplément en chitine ou un de ses dérivés dans le petit lait utilisé pouvait 
améliorer la flore intestinale et permettre un gain de poids en eméliorant la digestion'"'. 
Le chitosan a également été proposé comme supplément diététique dans les 
régimes arnincissants'".'. II se lie aux p i s ses  dans l'estomac avant qu'elles soient 
absorbées au niveau intestinal. L'organisme ne peut absorber les complexes ainsi formés 
à cause de leur poids moléculaire trop important. Ils sont donc diminés plus facilement et 
ils empêchent le métabolisme de ces graisses. L'intérêt du chitosan dans cette application 
résid*: dans le fait qu'il est chargé positivement et peut ainsi se lier aux acides biliaires 
ainsi qu'aux lipides chargés négativement. 
1.2.3.5. Environnement 
De par sa nature cationique. le chitosan peut se lier à de nombreux types de 
rnolticules chargoes négativement. I I  peut par exemple x lier à des protkincs. ou chilater 
des ions m~talliqucs. II est ainsi utilisé dans le domaine environnemcntrii pour purifier et 
pour assainir les eaux usees. On l'utilise Cgalement comme fertilisüiit ou comme additif 
pour l'alimentation animale'? 
1.3. Approche expérimentale 
Bio Syntech Canada Inc a divrloppk une nouvcllc mithode breveter de 
préparation de gel à base de chitosan. Dans le cadre d'ktudes précliniques. i l  Ctait 
intiressant de connaitre le comportement du gel ainsi que la réaciion d'un systkme hôte 
face à son introduction en milieu biologique. C'est pourquoi deux compost% ont éto 
choisis en fonction des données precedemrneiit obtenues concernant leur comportement 
-0.5 1 )  chimique à la gelation'' . et étudiés in i . i w  et in ri»-o. 
1.3.2. Tests et design expérimental 
Connaissant les propriétés du chitosan vis-à-vis de souches ce1 lulaires tel les que 
les macrophages, i l  a semblé intéressant d'étudier in vitro le comportement de ce type 
cellulaire mis en contact avec les produits séléctionnés. Mais afin de tenir compte de la 
complexité de I'rnviro~ernent biologique que constitue un organisme vivant. nous avons 
choisi le rat comme modèle in vivo pour évaluer la réponse obtenue lors de l'implantation 
de ce matCriel in si t i i .  C'est pourquoi les expériences décrites dans ce mémoire sr 
partagent en deux parties distinctes mais dont les résultats sont coniplkmentaires. Une 
partie concerne les donnies in r i m )  obtenues par culture de macrophages de souris en 
surface de gels synthetisés j. Bio Syntech. alors qu'une autre partie concerne 
l'introduction j. long terme de ces memes matiriaux chez le rat. af in d'itudier les 
réponses aiguës et chroniques développées in siri,. I I  est important de rappeler que ces 
deux espèces animales. quoique proches. pourraient présenter des variations dans les 
rkponses obtenues. 
Chapitre 2 : Produits et Méthodes 
2.1. Les solutions de chitosan 
Le chitosan utilisé pour l'ensemble des expériences qui seront dccntcs 
ulttirirurement proviennent de chez Muypm. Nous avons utilisk trois chi tosans de degrés 
de désacctylation (dda) différents : un chitosan désacétylé à 95% (%DA. lot Maypro-99- 
ASCQ-0 1 -IO). un chitosan désactity li. à 8996 (89DA. lot Maypro-99-ASCQ-Oj 5 1 ). et 
chitosan désacétylé à 9 1 -796 (9 1.7DA. BST-gel. lot PCCH00007). Le matériau brut se 
présente sous forme de poudre. Elles ont Cté dissoutes pendant 23 heures dans une 
solution d'acide chlorydrique ji 0.1 kt sous agitation. Une concentration de 396 ( w h )  a 6ti: 
requise pour les gels i1tilisi.s pour des tests in riva pour des raisons de maintien 
rnCcanique lors de l'implantation chirurgicale. Pour les tests de c ytotox icité irr vitro. les 
gels préparés avaient uni: conccntrrition de 798 (wlv). 
2.2. Les solutions de P-glycCrophosphrte (PGP) 
Des solutions aqueuses de CI-glycérophosphate disodique ont itti préparées dans 
de l'eau déionisée (280mM pour le chitosan désacétylé à 9596. et 276mM pour Ir 
chitosan désacétylé à 89%. la quantité de PGP itant fonction du dda). Le PGP provient 
de chez SIGMA. il est certifié par le fournisseur comme Ctant non cytotoxique pour les 
cultures de cellules (N. de catalogue Ci989 1). 
2.3. Stérilisation 
Les solutions de chitosan ont été autoclavées à 120°C et lOOkPa pendant 20 
minutes. puis disposkes à 4OC ensuite jusqu'i refroidissement suffisant. Le mélange des 
deux solutions. chitosan et PGP. doit en effet se faire a 4°C pour éviter toute 
précipitation '5085' ' . En ce qui concerne les solutions de BGP. une filtration sur filtre de 
O.2pm fut utilisée. Les deux solutions de PGP de concentrations différentes furent 
ensuite mises a 4°C. 
2.4. Préparation des gels 
Les solutions de chitosan et de PGP furent mises ts P C  dans de l'eau placée. 
avant que les solutions de BGP ne soient ajoutées goutte-à-goutte. sous agitation 
constante. i leur solution de chitosan respective. Une fois les mélanges homogénéisés, les 
solutions furent. soit dispensées dans des seringues stériles de Iml de chez Becton- 
Dickinson et mises à 4OC avant injection. ou laissées i gélifier à 37OC pendant 48 heures 
dans des ptitris stériles. Dans les solutions gélifiées. des disques de 6mm de diamétre et 
de lrnm dëpaisseur furent di-coup& et soit conservÇs à 4°C avant l'implantation 
chirurgicale. soit lyophilisés et consenrés à 4°C. 
2.5. Expérimentation in vivo 
Toutes les expérimentations in vivo furent effectuées chez des rats Sprague- 
Dawley adultes, mâles. pesant entre 250 et 300 grammes. Un mélange 
d'hypnorm"/midazolam "eau déionisée f i t  utilisé pour l'anesthésie générale (SOpg/ 100g 
de poids corporel). Le dos des rats fut préalablement rasé et désinfecte en utilisant un 
mélange d'ethanol 70% et de Proviodine. dispensé sur des compresses stériles. Les 
injections et les implantations ont kté faites dans le muscle médial gluteal (medius 
gluteus). au niveau fessier. Chaque expérience fut répétée en triplicata. 
Les injections intramusculaires ont été faites avec des aiguilles 2ZG de chez 
Becton-Dickinson. Une solution saline stérile fut injectée pour les contrôles. 
Pour les gels sous forme solide (disques gélifiés et lyophilisés), une implantation 
chirurgicale sous conditions aseptiques fut effectuée. Les plaies ont été refermées avec du 
fil chirurgical stérile Dermalon 3.0. Pour les contrôles. une incision chimrgicale fut 
pratiquée et refermée sans implantation de matériel. 
Aux jours 1.3,7.15.30,60.80, et 120. les rats furent sacrifies par asphyxie au CO:, 
et les implants furent collectés. fixés dans une solution de Fonnalin 10°h (formaldéhyde. 
méthanol. eau). puis traités par une coloration HPS (Hématoxiline. phloxine. safran) pour 
analyse histopathologique. Les résultats furent revus par un histopathologiste 
indépendant. Les plaques histologiques hirent analysées sur un microscope Nikon Elipse 
TE300. doté d'un système d'analyse d'images Metaview et d'une caméra Coolsnap de 
RS Photometrics. 
2.6. Expf rimentation in vitro 
2.6.1. Souches cellulaires et culture de cellulcs 
Toutes les cxpérirnccs in vitro ont étti faites sur des macrophages J774A.l de 
souris balbic. de chez XTCC (NumCro de catalogue : TIB-67). Elles ont ité cultivées 
dans du milieu RPMI 1640. supplémentk i ImM en L-glutamine. et à 1 mM en ppva te  
de sodium. Une concentration volumique de 10°h en FBS (Fercri Bo~aine Srntnt) a été 
utilisée pour chaque culture. Les produits utilisis ainsi que leur provenance sont listCs 
dans le tableau 2.1. 
Tableau 2.1. Liste des produits et de leur provenance. 
Produit I Provenance I No de catalogue 

















1 5250-06 1 
089H43 76 
Le PBS utilisé ne contient ni CaCI2 ni MgCl?. 
2.6.2. Test de libération de BG P 
2.6.2.1. But 
Nous avons &mis I'hypotlièse que Ion des implantations de matériel in i * i w  le 
pGP est relargue en grande partie. Nous appuyons cette hypothèse sur le fait que le 
milieu biologique Gtant dépouwu de PGP. on peut supposer qu'une grande partir: est 
libirée par diffusion simple. Enfin. le PGP utilisi est certifié par le fournisseur. SIGMA. 
comme Ctant non cytotoxique en culture de cellules. Ceci nous a ammené à porter notre 
attention sur le chitosan lui-merne lors des tests in vitro. C'est pourquoi nous avons 
Ctablit une  procidure de rinçage systématique des gels avant d'initier la culture de 
ccllules sur la matricc dc chitosan. Nous avons donc procédé à un tcsr de libkration du 
P G P pour connaître les meilleures conditions de rinçage afin d'dirninrr la plus grande 
quantite de PGP. 
2.6.7.7. Manipulations 
Un systkme de chambres de culture en polypropylène. intégrées sur des plaques 
ri, histologiques en plastique Permanox -. de chez Nalge Nunc International (Na penille. 1 L)  
a ité utilisé pour ce test. Ce système est connu sous le nom de "Lab-Tek Chamber Slide 
System*". Chaque plaque compone 8 puits distincts, ayant chacun une surface de 
70rnm'. Pour des raisons de disponibilité de matériel. seul un gel désacétylé i 89% est 
préparé selon la procédure décrite plus haut. Dans chaque puit, on dispense 300~1 de 
chitosan. Les plaques sont laissées à 37°C pendant 48 heures pour que le gel durcisse. 
Une fois le gel prêt. 1 ml de PBS (Phosphute Btflered Suline. 7.4) fut ajouté a chaque puit 
au temps initial, et remplacé par du PBS fiais toutes les heures pendant les 4 premières 
heures. Puis deux groupes sont formés. Dans le premier, du PBS est ajouté pour une 
cinquième heure supp!émentaire. tandis que dans le deuxième groupe, du PBS est ajouté 
pour une durée de 18 heures. Après 48 heures, les deux groupes sont repris pour un 
dernier rinqage de I heure avec l ml de PBS. 
chaque temps. 800p1 de PBS recueilli est conserve. et un standard interne 
(Na2HP04) est ajouté. La concentration de PGP utilisée lors de la synthèse d'un gel de 
chitosan désacétylé t 89?/0 est de 276mkl. Ceci constitue la concentration maximale que 
I 'on peut attendre une fois l'ensemble des optiraiions de préparation effectuées. Une 
solution stock de Na:HPOa de concentration 2.76M est préparée, et 100p1 de cette 
solut ion sont ajouttis j. chaque Cchanti llon afin d'obtenir une concentration finale de 
276mbl dans le Iml final de chaque Gchantillon. Cent pl de D20 sont enfin ajoutés 
çoniine solvent de rt;fCrencr pour le spectromètre RMN sur lequel l'analyse a ;-té 
effectuCc. à srivoir un Varian Unity SOOMHz. L'ensemble des spectres RMN du 
phosphore conicnu dans Ic DG P sont montris dans Ic chapitre suivant. Puisque chaque 
puit a i tk  lavt; avcc du PBS. solution contenant dSjh du phosphate. i l  faut retrancher 1 
chaque wirur obtenue la quantitk de phosphate provenant du PGP. D'après le 
fournisseiir. Ic PBS contient 0.1 -l-tgll de KH:PO4 (Masse molaire de 136cJmol). et 
0 . 7 9 5 ~ 1  de Na:HPOd (masse molaire de 268g1mol). On a donc 1.06 10'' mol/l de 
KH:POa ct 2.06. 1 O-' molil de Na:HP04. ce qui fait un total de 4.12. IO-' molA en 
phosphate. Sachant que lm1 de PBS sont dispensis a chaque lavage. on retranche 
4.1 1.10-6 moles de phosphate aux valeurs obtenus par RMN. 
2.6-3. Test d'adhision cellulaire 
L'adhésion des macrophages J774A.I a été évaluée. afin de connaitre les 
interactions entre le gel et ce type cellulaire, dont le rôle central dans les phénomènes 
d'inflammation et d'immunité a été montré dans la revue de littérature. 
Les cultures cellulaires faites dans le cadre du test d'adhésion cellulaire ont été 
pratiquées sur le même système que celui utilisé pour le test de libération du PGP ("Lab- 
Tek Chamber Slide system9"). Les plaques utilisées contenaient 3 puits distincts les uns 
des autres. Dans chaque plaque. un même ixhantillon est testé en triplicat, et un contrôle 
est évalué en parallkle. avec la memc concentration cellulaire. Pour ce dernier. la culture 
cellulaire est effectuée directement sur la plaque de verre. Chaque puit a une surface de 
180mm'. 
Un gel 9j0bDA et un gel 91.7%DA ont ité Cvalués en parallèle. Ils hirent 
préparés tel que décrit plus haut. Une fois 1s mélange chitosan/solution de BGP 
homogénéisti. 400p1 de chaque sel furent dispensks dans 3 puits de chaque plaque. le 
quatrième étant réservé ail contrôle. La prockdure de rinçage des gels est Iû suivante : I ml 
de PBS stérile &tait dispensi dans chaque puit contenant du gel. Il  fut renouvelé par I ml 
de PBS frais toutes les heures pendant les 4 premikres heures. puis laisse 48 heures à 
37°C. Les puits furent dors vidtis avant d'ensemencer les cellules. 
Trois concentrations cliffirentes de cellules furent ensernc.nci.es sur les gels : 
2.10'. 1. lo4. et 1.10' cellules'rnl. La surface ;tant de 180rnm'. ces concentrations 
correspondent respectivcmsnt 3 1 I . 1 1 I . et 1 1 I 1 ccllules~ mm-. Chaque plaque représente 
une même concentration de cellules. dispcnsies sur un des deux types de gels. d un temps 
de culture donne. ceci ritin d'kviter les biais dus i~ un &entuel contact entre des 
conditions Jc culture di ffcrentes. 
Les cellules sont diluees dans du milieu de culture RPMl 1640 ( 10% FBS) pour 
obtenir trois solutions distinctes. de conccntntion respective 2.10'. 2.1 O". et 2.10' 
cellules/rnl. Un ml de chaque solution est inséminé aux puits correspondants. Les plaques 
sont ensuite mises en culture ii 37°C ( ~ Y o  de CO:). pendant 1 .  2. 3.4. 8. 21. ou 48 heures. 
À chaque temps. le milieu de culture des plaques correspondantes est enlevé, puis les 
cellules sont fixées et colorées selon le protocole suivant : 







Eau deionisée Methanol pur 
Les plaques sont ensuite séchées à l'air libre pendant 1 h et obervées au microscope pour 
comptage cellulaire. Une surface de référence rectangulaire de 785.7pm par 55Oprn est 
utilisée pour le comptage. La surface est donc de 0,432 l mm'. Les rksultats sont 
exprimés en nombre de cellules par mm2. 
Une analyse statistique fut menée avec Ir logiciel Siatview v.5.O. l (SAS. Cary. 
NC. USA). Une analyse de variance (ANOVA) suivi d'un test de schéffé sera fait sur 
chaque arrangement de valeurs afin de déterminer Irs différences significatives entre Ics 
variables 'temps', 'concentration'. et 'gel'. Le test de Schéffé sera appliqué aux valeurs 
trouvées différentes suite 3 I'ANOVA. 
Chapitre 3 : Résultats 
3.1. Biocompatibilité in vivo 
3.1.1. Riaction aiguë 
Les implants récol tés après sacrifice sont restés au si te d'implantation. aucune 
migration de matériel hors du groupe musculaire sélectionné n'a Çté observée. Ceci est 
valable autant pour les gels injectés sous forme de liquide visqueux. que pour les gels 
solides ayant subit une première phase de gélation in ritro. Aucune nkcrose du muscle 
environnant n'a Cté observée rnacroscopiquemsnt. L'obssnation histologique des 
implants a montri. que les gels subissiiicnt une irosion progressive en surtic<: (voir photo 
1 ). principalement due a une phagocytose par les macrophages et les polynucliaires 
neutrophiles (PMNs) présents quelques heures aprés l'implantation (voir photo 2 et 3) .  
On peut noter que d'une façon générale. les gels dksacktylés à 89?0 (WDA)  ont induit 
une rtiponse relativement plus forte que les gels désacétylés 3 959.o. ci dont le dilai 
d'apparition fut plus court. Ainsi. et ceci concorde avec les données ginCralemeni 
admises dans la littérature. le gel ayant le degré de déacktylation le plus faible a entrain6 
une rkponse inflammatoire aiguë plus importante""~'"27~C:'. 
Les PMNs ainsi que les macrophages ont pu Stre observés des le premier jour 
après l'implantation pour les 89DA injectés. La réaction inflammatoire aiguë observie 
pour les 89DA injectés s'accompagnait d'une nécrose des myocytes environnants dans 
les premiers stades. avant 7 jours (voir photo 4). Il s'agit peut être d'une conséquence du 
processus de çélation in situ. qui implique une dispersion du gel encore à I'état liquide 
entre les faisceaux musculaires. II s'en suit une isolation de certaines cellules qui meurent 
peut-etre par manque d'apport en nutriments et en oxygène. Il n'est pas possible de 
conclure à un effet toxique du gel sur ce point puisque l'implantation de gels à l'état 
compact n'a jamais été associé à ce phénomène. De plus, ce dernier s'est étendu sur les 
premiers jours et n'a plus été observé par la suite. Ceci pournit confirmer l'idée qu'il 
s'agit là d'un phénomène ponctuel annexe. non lié aux propriétés du chitosan injecté lui 
même. mais plutôt du aux phénomènes physiologiques accompagnant la gélation in sittr. 
Les leucocytes présents se retrouvent vite dans l'implant lui-même. La proportion 
de cellules ayant pénétré les gels va grandissante. même au delà de la phnse aiguii de la 
réaction. L'érosion de surface des gels peut étre attribuée au moins en partie à la 
phagocytose de matériel par les macrophages. (voir photo 2). Quelques fibrocytes M e n t  
présents dès la premiire semaine. On verra qu'ils prolifereront rapidement. pour 
finalement se différencier en fibroblastes. 
.A !'oppose. les implants gelifiés et lyophilisés n'ont subit aucune dispersion de 
mûtCriel. Une inhibition de la ptnitr~tion des ~ U C O C ~ ~ ~ S  dans les implants gilitiés a dté 
obsewée. par rapport aux gels injectés. bien que ces populations cellulaires furent 
présentes dès la premiiire semaine. Quelques cellules sont présentes lors de la premiire 
semaine. sans qu'aucun Clément ne nous permette de conclure quant à un Cwntuel effet 
chimioattracteur du chitosan. Après trois jours. de nombreux débris cellulaires sont 
présents. ressemblant fort à des restes de PMNs. La demi-vie de ce type cellulaire n'est 
en effet que de quelques heures. Quelques rares macrophages ont pénétré les gels à ce 
stade. Peu de matériel phagocyté a pu Stre observé avant 7 jours. Les Irucocytrs restent 
concentrés dans la partie périphérique externe et interne des implants (voir photo 5). 
Les gels lyophilisks ont tout d'abord absorbé de l'eau et gonflt pour retrouver un 
aspect macroscopique proche des disques de chitsan gélifiés. C'est sans doute ce 
processus qui a entraîné l'inhibition d'attachement cellulaire observé pendant la première 
semaine. En effet. jusqu'à 7 jours. très peu de leucocytes purent etre dtcelés autour des 
implants. La stnicture microscopique des implants lyophilisés est singulièrement 
différente des autres. dans le sens qu'elle est moins compacte, les disques sont moins 
pleins. Peu de cellules pourront être observées dans les parties compactes du gel. elles 
seront plutôt concentrées dans ces espaces vides de matériel. Enfin, peu de matériel 
phagocyté a pu être observé jusqu'à 7 jours. 
3.1.2. Réponse chronique 
Au delà d'une semaine. une matrice capsulaire commence à enrober les 
biomatériaux, les isolant ainsi du contact direct avec les tissus musculaires. Son 
apparition est plus précoce en ce qui concerne les S9DA. principalement sous forme 
injectée. Les fibrocytes présents sur le site se sont différenciés en fibroblastes. dont 
l'aspect morphologique est différent. La production de fibres de collagène apparaît 
clairement autour des implants. Ces fibres sont produites de fason dtsordonnée dans un 
premier temps. elles sont non orientees et d'aspect plus pile que celles qui seront 
observées h plus long terme (voir photo 6). Des fibroblastes ayant pénktré les implants 
produisent un r k a u  de fibres de collagkne à I'inti-rieur des implants qui se trouvent ainsi 
fngrnentés et plus facilement dégradables. Cette caracti-nstique se retrouve 
ptincipûlernrnt pour les gels injectés. dont la pinetration ce1 lulaire fut plus genéraliske. 
Des lymphocytes et, plus tard. des plasmocytes. furent présents dans la capsule. 
L'importance du nombre de lymphocytes obsrwties est à nuancer par le fait que l'espèce 
animale utilisée pour les expériences in viro. j. savoir le rat, est une espèce à forte 
prédominance des Cr type cellulaire se retrouve ainsi dans pratiquement 
toute réaction de l'hôte contre l'introduction d'un corps étranger1"". Ainsi. rien ne nous 
permet. sans de plus amples recherches. de conclure dans un sens ou dans l'autre en ce 
qui concerne une eventuelle immunité humorale et une production d'anticorps dirigés 
contre le chitosan. Au delà de 60 jours, quelques cellules géantes sont présentes (voir 
photo 7). 
Les macrophages se sont différenciés en ce1 lules épithélioides pour constituer un 
ganulum dense. concentré autour des implants. Cette évolution de la réaction vers une 
réaction chronique granulomateuse est généralisée à tous les types de poiyrneres 
implantés ici. Il semble cependant que l'épaisseur du granulurn soit plus importante en cc 
qui concerne les 89DA, principalement sous forme injectée. 
La capsule contient également des vaisseaux sanguins et lymphatiques néofomis. 
qui se multiplient dans le temps. pour Stre finalement présents de faqon gtinéralisée. Ils 
approvisionnent le site en nutriments, en oxygène et en cellules. accélérant ainsi les 
processus de cicatrisation et de résorption. Une capsule plus épaisse fut observée a long 
terme pour les gels injectés. Ces derniers ont subit une plus longue et plus intense érosion 
piriphcriquc. Ceci explique sans doute que certains implants aient disparu à 110 jours 
(photo 8). En revanche. l'érosion des capsules gélifiees est plus limitée. Ils sont toujours 
prcsents à 110 jours. entourés d'une fine capsule mature et vasîulünst.e. Les gels 
Iyophilisis. quant i eux. présentent une Grosion plus ligirc. La capsrile les entourant est 
&alement plus tine. et des paquets de collaghr vascularisi se retrouvent dans les 
espaccs internes vides des implants (photo 9). 
II  semble donc que. non seulement le degré de dkacktylation du gel. mais 
igalernent la forme sous laquelle il est implanté conditionne l'intensité et les 
caractiristiques de la réaction inflammatoire. Une formulation injectable semble ainsi 
pliis adiquate pour un implantation à court terme. avec une dégradation riccéli-rie. En 
revanche. une formulation d'éponge lyophilisée semble plus appropriie pour une 
application i long terme. pour un systime de libération sur une grande plage de temps. ou 
une matrice de réparation osseuse ou cartilagineuse par exemple. 
Le tableau 3.1 résume les observations décrites en detail plus haut. Pour des 
misons de simplification, nous ne préscntons que trois temps représentatifs des 
Svènements commentés. Les gels désignés par 951, 95G, 95L représentent le gel 
déacétylé à 95% sous forme injectée. gelifiée. et lyophilisée, respectivement. De même. 
les gels désignés par 891, 89G. 89L représentent le gel déacétylé à 89% sous forme 
injectke, gelifiée, et lyophilisée, respectivement. Les réponses sont classées selon 
I'ichelle d'ivaluation suivante : de O (néant) jusqu'à 4 (sévkre). Les photos 10 i 15 
montrent la structure des gels et la capsule les entourant selon la forme physique sous 
laquelle ils furent implantés. 
Tableau 3.1. Réaction de l'hôte vis a vis des différents gels. 
Gel Jour Leucocytes Capsule Myosite Erosion 
3 1 O - 7 O 
951 15 - 7 1 O I 
80 3 3 O 3 
Ligende des photos 
C : capsule 
G : gel 
CG : cellule @ante 
CM : cellules musculairt.~ 
P : phagocytes 
V : vaisseaux sanguins 
Photo 2 : Neutrophiles et macrophages - Jour 1 - 95DA lyophilisé ( ~ 6 0 ) .  
Photo 3 : phagocytose - 8 9 ~ ~ - m j e &  - .J& 1 (~40).  
-- - 
Photo 4 : myositr a 7 jours - 89DA injecté (x20). 
~ h o t o ~ C ~ u l ~ a u  contact du gel 95DA pré-gelé - Jour 3 ( d o ) .  
Photo 9 : '1 
photo 10 : Structure d'un gel injecté ayant gelé in sifu (95DA) - Jour 3 ( ~ 1 0 )  
- - 
Photo 13: c a p s ~ e a ~ o u r  dG 89~x pr&@lé- l& 15 (x 1 O) 
Photo 13: 95DA lyophilise - Jour 60 (x 10) 
3.2. Expériences in vitro 
3.2.1. Test de libération du PGP 
.A chaque temps. le pourcentage obtenu est relié au pic de Na2HP04 
correspondant au 100%. c'est à dire j. 276mM. On obtient ainsi le nombre de moles dans 
chaque ichantillon de I ml. Sachant que chaque puit contient 300p1 de gel. Ir nombre de 
moles initial de PGP dans chaque puit est de : 
276.1 O-' * 300.1 = 82.8.10.~ moles 
4 chaque nombre de moles de phosphate calculée. on retranche 4.11.10'' moles pour 
tenir compte du phosphate dSjà présent dans Ir PBS. 
Ainsi. on a : "'i l biré par heure = ( (oh relatif * 276.10.'. 1.1 O*')  - 4.17.1 O-'') 82.8.10.' 
Lr  rapport entre Ic nombre de moles de BGP libéré dans le PBS à chaque temps 
et le nombre de moles initial nous donne le pourcentage de BGP libéré à chaque temps. 
L'ensemble de ces données sont compilées dans le tableau 3.2. Le pourcentage relatif 
reprisente Ir rapport entre l'intensité du pic de phosphore à chaque temps sur l'intensité 
du pic du standard interne (Na2HPO~). Pour des raisons logistiques de données. on ne 
prisente que 1'expÇrience menée à 6 heures. 
Tableau 3.2. Résultais d u  test de libération du PG P. 
Î 1 Pourcentage I l 1 Temps / puurccntap 1 libéré par Pourcentage libéré au 
l 1 relatif 1 heure total I 
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Figure 3.1. Résultats du test de libération du PG P. 
On constate que le PGP a Cté libçré en grande partie. Par conséquent. on peut 
supposer que la surface des gels étudiés lors des tests d'adhésion cellulaire n'est 
pratiquement cornpos& que de chitosan. Les résultats obtenus lors ce test devront donc 
Gtre rapponi.~ au comportement des cellules vis à vis du chitosan lui-même. 
Cette expirience présente une tendance. En effet. par manque de matériel et pour 
des raisons de coût. une seule expérience a éti. menie. et sur un seul des deux gels. 
3 .E. Test d'adhésion cellulaire 
Les résultats du test d'adhésion sont présentés dans les figures 3.2 et 3.3. 
Remarquons tout d'abord qu'en ce qui concerne les deux gels à 24 heures et 43 heures. 
pour une concentration cellulaire de 1 1 I 1 cellules/mm'. aucun dénombrement de cellules 
n'a pu être fait. En effet. à 24h. on a enregistré une croissance cellulaire rendant difficile 
le dénombrement. Certaines cellules ont également changé de morphologie (voir photos). 
En revanche. 3 48h. la mort cellulaire allait croissante. et comme la morphologie de 
certaines cellules était ambiguë. il était dificile de définir précisément leur état 
(vivantes/apoptotiques/mortes). La mort cellulaire observée entre 24 et 48 heures est sans 
doute une conséquence de I'acidification du milieu de culture, mis en évidence par le 
changement de couleur du rouge de phtinol utilisé dans le milieu comme indicateur 
coloré. I I  serait intéressant d'étudier I'itat d'activation des macrophages. et d'évaluer 
dans quelle mesure ils acidifient le milieu. par relarçage de radicaux oxygénés par 
exemple. Ceci fera l'objet d'études ultérieures. 
Une deuxième remarque concerne les contrôles : un seul puit a ité utilisé pour 
chaque contrôle. on ne peut dcnc calculer d'i-cart type dans ce cas. II sera de même 
impossible de calculer le t de student entre les paramètre 'kchantillons' et 'contrôles'. 
On constate uni: diffGrence nette d'üdhi-sion cellulaire entre chaque Cchantillon de 
concentration çcllulairc donnee ct Ir contrdr correspondant. bien qu'on nt: puisse 
d h m i n c r  si cette diffi-rence est significative ou non. Ceci est surtout remarquable I I 1 
ei 1 I I I crllulesmm~ (voir tigures 3.2 rit 3.3). Les tableaux 3.3 et 3.4 présentent les 
valeurs exprirn6es dans les tigures. Les r6sultats sont exprimés en nombre de 
3 
çellulcs~mm-. ND : non dkterminé pour les raisons de problémes de comptage decnts plus 
haut. On a pu voir une croissance cellulaire jusqu'à 24 heures. après quoi. I'acidificûtion 
du milieu a entraine la mort de la plupart des cellules. I I  serait intéressant de faire une 
culture de cellules i long terme. en remplac;ant le milieu de culture par un milieu fnis 
toutes les 24 heures. afin d'évaluer la cytotoxicité du chitosan vis a vis de cette souche 
cellulaire. Quoiqu'il en soit. cette itude met clairement en Cvidence que les macrophages 
J77JA- 1 adhèrent particulikrement bien aux chitosans évalués. et que les gels utilisés 
n'ont pas montré de cytotoxicité particulière. au moins jusqu'ii 24h. 
En ce qui concerne I'adhision cellulaire. peu de diffkrences sont à noter si l'on 
compare les deux gels. Néanmoins. le test de schéffé fait en comparant les deux gels à 
différents temps et aux différentes concentrations. montre une différence significative 
entre les deux gels à 1 I cellules /mm2 i 3h. 4h et 8h. à 1 1 I cellules/rnm2 à 8h et J8h. et à 
1 I 1 I cellules/mm2 a 2h (voir tableau des valeurs en annexe). Nous n'avons pas noté 
d'effet particulier de la concentration ensemencée sur l'adhésion cellulaire. que ce soit 
dans le sens d'une inhibition ou d'une activation. 
Les figures 3.4 et 3.5 présentent les pourcentages d'adhésion cellulaire 
pour chaque temps. Les valeurs sont détaillées dans le tableau 3.5, dans lequel la partie 
supérieure concerne le gel désacetylé à 91 .7O4. et la partie infirieure le gel désacétylé ii 
9jQh. D'une manière genGraIe. on constate que les Cchantillons présentent un pourcentage 
d'adhésion bien supérieur aux contrôles dans les premiers temps de I'expkrirnce. puis les 
cellules meurent. possiblement dû i une acidification du milieu. Au contraire. les 
contrôles montrent une croissance dans les derniers temps. On peut supposer que les 
macrophages. en présence du chitosan. produisent des moli.cules entrainant la mort 
cellulaire. comme de l'oxyde nitrique. I I  serait interessant dans une experiencc ul tirieure 
de doser ce composé dans le milieu de culturc tout au long Je I'cxpkrience. 
En t h ,  
concerne le 9 
d'adhésion ce 
Le test de schéffk révde quelques donnees intéressantes. En ce qui 
1.7DA. i une concentration de I 1 I cellules/mm'. on trouve une difftrence 
llulaire significative entre les temps I h/Jh. 3k lh .  W 8 h .  et 4hilYh. Pour Ir 
.I 
%DA. pour une concentration de I I I cellulesimm-. le test ANOVA ne nous pennet de 
faire le test de scheffé. L'ANOVA ne nous a pas permis de mettre en ividence un effet du 
degré de désactitylation quelquesoit la concentration. Ceci montre que les macrophages 
1771A-1 adhérent en surface du chitosan utilisé. et qu'ils prolifrrent rapidement aprés 
l'ensemencement. Nous n'avons pas pu d6tenniner le temps de didoublement car nous 
avons arrêté la culture à 18 heures. I I  poiirnit étre intérressant de cultiver les cellules à 
long terne en surface du chitosan, en remplaçant Ir milieu tous les jours ou tous les deux 
jours. afin de connaitre le temps de didoublement et d'évaluer le comportement à long 
terme des cellules. On a dit en effet qu'on ne pouvait determiner avec certitude I'Ctat des 
cellules à 21 et 43 heures pour une concentntion de 1 I 11 cellules/mrn'. 
1 2 3 4 8 24 48 
Temps (h) 
Figure 3.2. Résultat du test d'adhésion cellulaire - 91.7DA 
Tableau 3.3. Résultat du test d'adhésion cellulaire - 91.7DA 
Écatt- 
Écart- hart- type 
11 type11 11 1 type 11 1 Contrale 11 11 11 11 Contrôle 
Temps (celll celUm Contrale t 1 (celll celllmm 11 1 (celll celUm 11 11 
(h) mm2) m2 (celllmm2) mm2) 2 (celllmrn2) mm2) m2 (celllmm2J 
1 2 3 4 8 24 48 
Temps (h) 
Figure 3.3. Résultat du test d'adhésion cellulaire - 95DA. 
Tableau 3.4. Résultat du test d'adhésion cellulaire - 95DA 
kart -  Écart- 
hart -  type type 
11 type11 111 111 1111 1111 Contrôle 
Temps (celll celVm Contrale 11 (celll celUm Contrôle il 1 (celll celllm 11 11 
(h) mm2) mZ (celllmm2) mm2) m2 (celllmrn2) mm2) m2 (celllmm2) 
Figure 3.4. Pourcentage d'adhésion cellulaire - 91.7DA 
Pourcentage = (nombre de cellules/rnm2)~ 1 (nombre de cellules/rnm2),~ * 100 
A :  I I ,  B : 111,C : 1 1 1 1  cellules/mrn' 
1 2 3 4 0 2 4 4 8  
Temps (h) 
1 2 3 4 8 2 4 4 8  
Temps (h) 
1 2  3 4 8 2 4 4 8  
Temps (h) 
Figure 3.5. Pourcentage d'adhésion cellulaire - 95DA 
Pourcentage = ((nombre de cellules/mm'~ / (nombre de ~ellules/rnrn~)~~ * 100
A :  Il. B: 111.C : 1 1 1 1  celluleslmm' 
Tableau 3.5. Pourcentage d'adhésion cellulaire. 
I Contrale Controle Contrôle 
1 Temps (h) 1 cells.lmm2 1 cdls.lmrn2 1 cellr./mrn2 ( calls.lmrn2 1 cells.lmrn2 ( cells.hnm2 
Contrôle Contrôle 
Résultats du test d'adhésion cellulaire ir 2 h. 
Contrôles a 2 heures 
Contrôle - I l  cellules/mm' 
Contrôle - I I I cellules/mm' 
Contrôle - 1 t 1 1 cehles/mm' 
Résultats du test d'adhésion cellulaire a 8h. 
Contrôles 8 8 heures 
Contrôle - I l  1 1 cellules/rnrn' 
Résultats du test d'ad hésion cellulaire à 24h. 
Contrôles a 24 heures 
Résultats du test d'adhésion cellulaire à 18h. 

Chapitre 4 : Discussion 
Les r.upéncnces hi iirn ont montré que les biogels a base de chitosan utilisés. 
entraînaient uns réaction inflammatoire aiguë et chronique. qui se traduit à long terme par 
la formation d'unit capsule mature et organisée. La dégradation du gel n'est pas totale 
aprk 120 jours. Notons que des gels dcsacktyli.~ à 90%. implantés en sous-cutané sur un 
an ont pu Ptre retrouvi-S. montrant que la biodégradation de ce matériau est lente. 
L'analyse histopathologique des implants a révélé la présence de nombreux types 
ccllulaircs. avec pri-dominance de macrophages et de PMNs. I I  a et6 montré que la chitine 
<ï  ;<) 
et la chitosün rivaient un cWct chimioattractif pour les PMNS'- - et les macrophages '=? 
I I  semblerait que cct efkt soit d i  en ynnde partie au ri-sidu D-glucosamine (Glc) du 
polymt:re('''. Pcluso et LI / .  ont montre pour leur part que le rtisidu N-iicCtylplucosaminc 
(NAGA)  etait rcsponsüble de I'rict ivation des macrophages. entraînant une production et 
une libération de NO dans Ir milieu environnant'? On voit dtija ici la cornplimentarité 
des rôles des deux rksidus composant le chitosan. 
D'autre part. Usami ul. ont montré que le chitosan avait un effet 
chimioattractrint sur les PMNs selon 1 voies distinctes. Tout d'abord. par attraction 
directe. comme on vient tir Ir mentionner. De plus. la chitine et le chitosan induisent une 
production d'interleukine 8 (IL-8) par les fibroblastes chez la souris et le nt'? Or. l'IL-8 
est un facteur chimioattractif important pour les PMNs. Par conskquent. la chitine et ses 
dirives exercent un effet chimioattractif également par la voie des cytokines. Par ailleurs. 
la chitine et Ic chitosan induisent la production d'anaphylatoxine Cja par la voie alterne 
du c~m~lérnent'"'~'. Or on sait que le CSa est un facteur chirnioattractif également pour 
les PMNs. L3 voir alterne du complément est donc une troisième voie par laquelle la 
chitine et ses dérivés exercent leur effet attractif sur les PMNs. Enfin, les auteurs ont 
Cgalemcnt montre que la chitine et le chitosan induisaient la production de leucotriène BJ 
par les PMNs. un dérivé de l'acide arachidonique ayant lui aussi un effet chimioattractif 
pour ce type ce~~ulaire? 
Tout ceci montre l'évidence le rôle attractif du chitosan sur les cellules 
impliquées dans les phénoménes d'inflammation. On a déjà parle Çgalement du rôle 
d'activateur de ces types cellulaires joué par le chitosan. Cependant, peu d'études se sont 
intéressées aux phénomènes d'attachement des macrophages à la surface du chitosan. et 
d'adsorption de protéines sur le chitosan. Plusieurs auteurs rapportent cependant 
l'existence d'un récépteur membranaire sur les macrophages. qui serait spécifique pour le 
+idu N A G A ~  ;''.'21 . D'autre pan. on sait que les macrophages adhèrent 1 la surface de 
tout biomatériau dont la surface a adsorbi. des protéines. par I'intemédiaire de différentes 
moiCcules de liaisons. comme les integrines par exeniplé. qui reconnaissent plusieurs 
protiines de la matrice extra-cellulaire (MEC).  La liaison des macrophages à la surface 
du biomattriau induit une activation des macrophages qui  est à l'origine de très 
nombreux phénornénes intlammatoires : producrion de cytokines. chimioattraction 
d'autres types cellulaires. phagocytose et Çventuellement présentation d'antigènes aux 
lymphocytes. activation d'autres types cellulaires conimc les tibroblastes qui vont 
produire une matrice de collagène. etc. Certains effets sont bénétiques pour la 
cicatrisation ou la dkgradation du biomatiriüu (activation des tibroblastes. synthkse d'une 
MEC autour de I 'implant. riorganisation des tissus. expression de facteurs angiogknes ou 
de facteurs de croissance. etc.). d'autres sont plus nifastes. Par exemple. de nombreux 
articles rapportent une activation de la production du NO par le chitosan. or le NO peut 
amplifier la réaction inflammatoire ci avoir de nombreux effets destructifs sur le matériau 
et les tissus environnants'"'. La fusion de plusieurs macrophages pour former des cellules 
géantes est également un aspect nigaiif de l'activation des niacrophages. 
Kao évoque la possibilité de mettre à profit les effets bintfiques des 
macrophages. en evitant les effets indésirables""'. I I  propose par exemple de bénéficier 
des propriétés d'activateur cellulaire pour accélérer les processus de réparation 
(production de facteurs de croissance. angiogénèse). tout en Cvitant au maximum la 
production de NO ou l'apparition de cellules géantes. Ceci passe bien entendu par la 
compréhension des phénomènes mettant en contact les macrophages et le biomatériau, 
que ça soit par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques, de protéines adsorbtes sur le 
matériau. ou d'opsonines. comme le C3, les IgG ou la fibronectine, qui adhkrent aux 
matériaux étrangers, qui pourront ensuite être phagocytés. 
Les expériences in vitro ont montré clairement que les macrophages adhéraient à 
la surfrice du chitosan. Deux scénarios sont donc envisageables. On a vu que les 
macrophages possédaient des récépteurs spécifiques pour certains résidus du chitosan. 
D'autre part. les cellules possèdent de nombreux réccptrurs membranaires capables de se 
lier aux g,lucosaminoglycanes (GAG). Certains polysaccharides. comme le kératane 
sulfate et certains oligosaccharides 0- ou N- lies. possedent entrc autres ie rtsidu NAGA 
comme constituant structural. II  n'est donc pas improbable que les cellules puissent se 
lier au chitosan 2galemrnt par I'intcrmidiaire dti rkidu NAGA. La premikrc possibil iti. 
est donc un contact direct entre 1s polymire et les csllulcs. L'autrs possibiliti- est 
l'adsorption de protéines en surf'ace du PI .  permettant ainsi un  attachement des cellules. 
La probabilid que des protéines adhircnt aux gels est trks importante. compte tenu de 
leur grande diversité et de leur forte propension connue à adhérer sur la plupart des 
surfaces. Elles sont prisentes en granand nombre dans le s h t m  de veau Rtal utiIis6 lors de 
la culture de cellules. Elles pourraient donc servir d'intermédiaires lors de l'attachement 
des cellules sur le chitosan, mais leur encombrement stérique pourrait empecher la liaison 
directe entre les résidus NAGA du chitosan et les cellules. Plusieurs proteines peuvent 
intengir avec le chitosan. mais il semble que la fibronectine soit une des plus probables. 
puisque les donnees que l'on a sur cette protéine semble montrer qu'elle aurait la 
possibilité se lier à la fois les cellules et le chitosan. L'albumine est Cgalement très 
présente dans Ir sérum. et cette protéine est aussi connue pour adhérer sur de nombreux 
types de surfaces. 
En ce qui concerne la fibronectine. une littérature abondante concerne une 
séquence tripeptidique composée d'arginine, de glycirine et d'aspartate (RGD) que I'on 
retrouve dans plusieurs protéines de la MEC. dont la fibronectine. et qui est reconnue par 
plusieurs types  cellulaire^'^^'. Les macrophages possèdent plusieurs récepteurs 
membnnaires qui reconnaissent ce tripeptide. et permettent ainsi un attachement des 
macrophages à cette protéine. De plus. Un domaine de la fibronectine lui permet de se 
lier au récepteur C3 des  monocyte^"^'. Ceci induit la production du facteur plasminogène 
ct de facteurs de croissance par les cellules activées par cette liaison. La fibronectine est 
connue pour favoriser l'attachement des monocytes-macrophages ainsi que leur activité 
phagocytaire. On la retrouve autour de nombreuses cellules dans tous les phénomènes de 
reconstruction tissulaire. Les macrophages peuvent donc se lier à la tibronectinr si cette 
ciernikre est adsorbée à la surface du chitosan. 
D'autre part. la fibronectine possède de nombreux domaines différents relies entre 
eux par des domaines riches en cystéine, formant des ponts disu~fures"~'. Ces derniers ont 
pour rôle de maintenir la proteint: sous forme repliée afin dc lui assurer sa 
tonctionnalitii'". Par ailleurs. plusieurs auteurs rapportent la présence d'un domaine 
pcptidique de 30 à 43 résidus. trks conserve chez les plantes et les invertkbrks. et 
contenant 4 ponts disulfures"'". Ce site se retrouve dans la plupart des protéines pouvant 
se lier à la chitine. I I  semble que ce groupe de 4 ponts disulfures puisse itablir des 
liaisons avec le risidu NAGA'~')'. La fibronectine peut donc peut étre se lier au chitosan 
par l'intermédiaire de ces sites riches en cystéines. Nishimura et ui. ont egalement montre 
que la fibronectine bovine sr  pouvait se lier à un dérivé carboxymethylé de la chitine'"". 
La fibronectinc possedc 4 domaines principaux. Un premier domaine lui  permet 
de se lier à la surface membranaire des cellules. On a deja parlé des macrophages. mais 
clle peut également se lier aux fibroblastes gàce à un récepteur membranaire diffirent (i<: 
c h i  mis en jeu dans le cas des macrophages. Elle a de pius un effet chémoattractant pour 
les fibroblastes et favorise l'adhésion intercellulaire'? Un autre domaine Iiii permet de 
se lier à la fibrine et au fibrinogène, grandement présents durant les processus 
inflammatoires. Un autre domaine lui permet de se lier au collagène. Elle peut se lier de 
la même façon aux GAG comme l'héparine ou I'héparane sulfate. Rappelons que Mori et 
uI ont suggéré que le chitosan pourrait former un complexe polyélectrolyte avec 
l'héparine, qui serait responsable des effets biologiques du chitosan sur l'acceléntion de 
la reconstruction tissulaire'? L'héparine a en effet des effets angiogènes, et elle stabilise 
le FGF. favorisant ainsi la croissance des fibroblastes. On voit ici la complexité des 
relations entre les différents éléments (cellules. protéines, facteurs de croissance. etc.) 
intervenant dans les processus de remodelage des tissus. Rappelons aussi que la 
fibronectine joue un r6lr d'opsonine pour la phagocytose de matériel étranger. Elle 
pourrait donc étre un médiateur de la phagocytose observée in vivo chez le rat. 
Ceci montre à I'Çvidence que de nombreuses interactions complexes sont à 
l'origine de I'adhksion des macrophages à la surface du chitosûn. De plus amples 
recherches seraient nicessaires afin de mieux comprendre les phénomènes d'adsorptions 
dr protéines sur le chitosan. citin de pouvoir moduler la reponse de l'hôte et I'orirnter 
favorablement en terme de biocompatibilitk Par exemple. une culture de cellules utilisant 
du FBS ne contenant plus de tibronectinc. permettrait d'affiner notre compréhension du 
phtinomt'ne d'adsorption des protéines en suface du chitosan. D'autres protéines se 
retrouveraient certainement en surface des gels. et i l  faut garder ji l'esprit que la 
fibronectine peut Gtre synthétisée par les cellules elles-même. mais une tendance 
différente dans les premiers temps de l'expérience permettrait de montrer que cette 
protéine joue r ffectivement un rôle précoce dans i 'adhésion cellulaire en surface des gels 
itudies. Enfin. i l  pourrait Ctre intéressant de cultiver les macrophages en présence du gel 
sans FBS afin de savoir si l'interaction entre les cellules et la surface ne s'opère que par 
l'intermédiaire de protéines ou si un récepteur membranaire des macrophages peut 
intengir avec Ir chitosan. 
Chapitre 5 : Conclusions 
Les polymères biodégradables constituent un champ d'investigation très large de 
par 'leurs nombreuses applications. Outre quelques applications dans le domaine de 
l'environnement. comme les emballages recyclablçs, ils sont surtout très présents dans le 
domaine biomédical. On peut citer brièvement i'intérèt de ces biomatkiaux en ce qui 
concerne les sutures biorésorbables. les systèmes de libération contrôlée d'agents 
thérapeutiques. ou l'ingénierie tissulaire. 
La chitine et ses dhivés ont montré depuis quelques décennies des propriités 
particulières prometteuses. permettant d'envisager son utilisation dans des applications 
biomédicales variées. La somme des articles relatifs aux dt;rivtis de la chitine et du 
chitosan. et le nombre de conférences ou de symposiums consacrés 1 ces biopolymkres cn 
disent long sur l'intérêt grandissant que le monde scientifique leur porte. 
La formulation originale brevetée par Bio Syntech Canada. Inc présente des 
propriétks de gélation intéressantes à 37°C. Les études in viw faites dans le cadre de cette 
maitrise ont souligné Ir rôle primordial joui par le degé de déacétylation en ce qui 
concerne les propriétés physico-chimiques. et le comportement en milieu biologique. En 
revanche, nous n'avons pas pu mettre en évidence de différence d'adhésion pour les 
macrophages de souris en surface de deux chitosans de dda différents. Les gels 
lyophilisks implantés ont montré un bon comportement in viw. caractérisé par une 
présence cellulaire moindre et une capsule organisée et plus fine autour des implants. Ce 
type d'implant lyophilise presente une structure délétaire qui s'adapte particulièrement à 
des applications comme la rkgénération de tissu osseux ou de cartillage. A titre 
d'exemple, Muzzarelli et ses collaborateurs utilisent depuis quelques années des éponges 
de MPC pour la réparation tissu~aire"~"? Plusieurs molécules y ont été incorporées, 
comme la BMP (Bone Morphogenic Protrin) afin étudier les propriétés de libération 
contrdee du gel et les conséquences sur la régénération tissulaire. Ils obtiennent des 
résultats encourageant pour cette formulation. 
Forts de ces résultats. il serait intéressant de connaitre de façon plus précise les 
inter-relations in vivo entre le chitosan et les différents constituants biologiques, afin 
d'une part de mieux prévoir le comportement de ce type de biomatériau?: pour des 
applications chez l'homme. et d'autre part. pourquoi pas. d'cxploi ter les effets bénéfiques 
de la réponse en atténuant ou en éliminant Ics effets indésirables. 
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SPECTRES RMN DE LA LIBÉRATION DE GP 
FU?SULTATS DES TESTS STATISTIQUES 
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Smllm I v z  Tlmr. rœnrrir 
Crilt i k .  1000.000 

Sakoffo 1 0 1  rdhamlon 
U f e r t :  oonoa n 
Slgnlflemnor Lavol: S % 
Split Byr %dda. Tlm r 
Co Il: m l  -7. 1 h 
aahetfo f o r  mdhoolon 
Utaet:  c o n r r n  
Slgnltlernom Lovml: 6 % 
Spllt Dy: %ddo, T lm l 
Cmlk S1.7, i h  
S a h r f t r  for mdhrmlon 
Cffoatz aonoon 
.l@nlftoanom Love 1: S % 
Spllt Dy: WdQo. Tlm O 
CeIl: m l  . T m  ah 
1000.000. 100QO.000 
1Q00.000. t 00000.000 
% 0000.000. 100000.000 
Saket f r  for mdhmm ion 
C)fiat: aonamn 
8lgnlllornao Lmvol: 8 w 
8pllt .y: % d d i .  Tlm r 
C.I@: s1.7. *à 
Srhaflœ for m d k r i t o n  
Utmut: monor n 
S l g n l l l o a n o ~  Lovm 1: S % 
Spile .y: %daa. Tlm l 
C i  Il: Il .7. I h  
Schofto to? 8dh08l0n 
Ulect:  concon 
Slgnif lc inco Lovel: S W 
Split Dy: Kddm. Tlm r 
Co Il: 91.0.1 h 
Scheflm ?or adho rion 
Eltecl: concon 
Slgn Wlcanco LmveI: d K 
Spllt Oy: Kddm, Tim 0 
CoIl: 95.0,  24h 
Sehafte for i d h a s i o n  
LItoct: conoen 
Slgnlflcance Levol: S % 
Spllt Oy: %dd& Tlmo 
CeIl: 95.0. Zh 
Schofte for i dhos lon  
Effoct: concon 
Slgnlt lc~new Lwvol: S % 
Split By: %dda. Tim 0 
Cell: OS-O, 3k 
Sehotfm for rdhoslon 
Effoct: concen 
Slgnltlemntm L r v m k  b K 
Split Dy: Kada. Tlm 
Cm Il: SS.O.48h 
SehefIe for rdhoslon 
Utmet: concen 
Slqnltlemnco Lev8I: S K 
Splle Ey: Kddi, Tlm l 




Scheftr for adhosion 
Ufocl: toncon 
S l ~ n i f i c i n c r  Lovel: 5 K 
Spllt Dy: Xddr, Tim l 
Coli: 95.0, 8R 
Schrtfr for adhesfon 
Wect:  t i m  
Signiflcancr Lrvr l :  5 % 
Split l y :  concrn, Kddi  
Coll: 1000.000, 91 -7 
Stheftr for rdhe r ion 
EH* ct: Tim e 
Signiflcrntr Level: 5 K 
Split ûy: concen, #dda 
Ce II: 1000.000,95.0 
1 h, 24h 
Ih, Ph 
Ih. 3h 
1 h, 40h 
1 h, 4h 
















Schrffe for rdhrslon 
Effact: th a 
Signiticante Levrl: 5 % 
SplIt By: concen, %dda 
CeII: lOOOO.OOO,91.7 
Mean Dif. Cia. Diif. P-Value 
1 h, 24h -23.330 1 55.920 1 .001Z 
Scheffe for adheslon 
üfact: Tirna 
Slgnificsnce La ml: 5 % 
Split By: concen, Kdda 
Ce II: lOOOOO.Oûû,9l.t 
Mean Diif. Oit. ü i f .  PValue 
Ih, 24h S 
th, 2h 
th, 3h 
Ih, 48h S 
th, 4h 
1 h, 8h 
24h. 2h S 
24h. 3h S 
24h, 48h 
24h, 4h s 
24h, 8h S 
2h 3h 






4%. 4h S 
48h. 8h S 
4h, 8h 
Scheffa for adheskn 
Wdr 
Signifkrnca Laval: 5 % 
Spnt By: Time, concen 
CeU: 1 h, 1000- 
Schefio lot aûhes bn MaanDiff. Oit. Wf. PVakie 
Bfact: Wd8 91.7,95.0 -2314 1 7.477 1 ,4386 
Signifkance Levrl: 5 % 
SpîR 8y: tlm8, conmn 
au: 1 h, 10000.000 
WanOiff. Q t  Wf. PVaLre 
9 1.7,95.0 10.993 1 32.056 1 3950 1 
Scheffe for adhesbn 
Wmt: Wda 
SignHWce Levsl: 5 % 
SpM By: fime, cmwn 
-11: 1 h, 100000.000 
man Oiff. oit ouf. PVahle 
91.7, 95.0 66.728 1 103.890 1 -3215 
Scheifa foi adherion 
Ufrct: Kdda 
Signllicrncm Levrl: S K 
Split By: Tim e, eoncen 
Ce II: 24h, 1000.000 
Mean Dfff. C r l  Diff. P-Vaiue 
91.7.95.0 1 2.314 1 13.725 ( A640 
ScheHo for adhesion 
Effrct: Wddi 
Significrnco Levrl: 5 % 
Spllt By: Tim e, concen 
Ce II: 24h. t 0000.000 
S~h8ff@ fo i  adhO8iOil 
Eîfect: Yddr 
Sl#nlfitrnca L iv i l :  5 % 
Spllt Dy: Tlm e , conci n 
CaII: th, 1000.000 
Mean Diif. CrR Wf. P-Value 
91.7.95.0 -1.9291 5.9141 .4165 
Seheffr for rdhea ion  
Ufect: nddr 
Signifieance Levol: S W 
Split Oy: Tim e, concen 
CrII: Zn, 1oooo.ooo 
Schrffe for  r d h e r l o n  
Ufact: %ddr  
Significancr Lovel: 5 % 
Split By: TIm e. concan 
CeII: t h ,  ~00000.000 
Schaffo tor  rdhes ion  
fflect: K d d r  
Slgnifleance L a w  1: 5 % 
Spllt By: Tim e, concen 
Ce II: ah, 1000.000 
Mean Diff. CrÎt. OifI. P-Value 
9 1 .?. 95.0 -5.786 1 
Schmffe for rdhes ion  
Efteci: %ddr 
Slgnil lcancr Lwel: S % 
Split 8y:  t l m  0, concen 
Ce il: 3h. 1 0000,000 
Sch.ff@ for rdhes ion  
Elfoct:%dba 
Signiflcance Le ve 1: S K 
Split By: tim e, toneen  
Co II: 3h, 100000.000 
Mean Diff. Cru. DHf. P-Vaiue 
91.7. 95.0 -17.936 ( 30.755 1 ,1807 1 
Mean OH!. Crit. DHf. P-Vaiue 
91.7. 95.0 [ 70.393 1 264.5 17 1 A010 
Schefte for rdhr s ion 
Utact: X d d r  
Slgnltlcanco L8vaI: S ?C 
Spllt Dy: Tim e, conce n 
c m  a n ,  iooo.ooo 
Mean Oift. Crit. Dift. P-Value 
91.7. 95.0 r 1.543 1 3.7es I ,3211 
Schmtfo for rdharlan 
Ufoet: Xddm 
SignYlemnam L m  vel: S K 
Split By: Tim O, toncon 
con: mh, ioooo.aoo 
Schoffm for idhm8lOn 
eLIfoct: Sdda 
Slgnifkancm Leva 1: 5 K 
Split 6y: Tlm m. concon 
Co Il: 4h. 1000.000 
Mein 011. Crit. 011 1. P-V iiua 
91 -7. 95.0 0.750 1 
Schatfe for adhe8lon 
Llfmct: Kdda 
Blpnlficrnce Level: 5 K 
8plN @y: Tlm e, concen 
Seheffe ter adheaion 
meet :  K d d i  
Sfgnificinoo Lovel: 5 % 
Spitt By: T lm e, concen 
Ca Il: 4h. 10000.000 
Mean DHt . Crlt. DHf. P-V alur 
91.7,SS.O ( 31.050 1 122.896 1 -52171 
Mean Diff. Crit. Diff. P-Value 
91 -7.95.0 -42.525 ( 3BB.787 1 -7508 
Schifle lor  mdhmaion 
Eltect: % d d i  
Signiticance Level: 5 % 
Spllt l y :  Tim a. concon 
Call: Oh. 1000.000 
MeanDHf. Crit.DYt. P-Vabe 
91 .?, 95.0 7.529 1 3.683 1 -0048 1 S 
S a h m l l e  for idhr i lan 
LII. et: %dd. 
S l g n l l l a a n o m  C m  v m  l: S W 
.plle Br: f lm m. oonarn 
Cm(#: Oh. 100000.000 
Mian  Onr. Crn. Diri. P - v a b m  
01.7. 06.0 r r 0.1 es 1 isz.oe1 l .2zse 
